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MBF 

Mannan Binding Lectin 

REA 

Radioligand assay 


Abreviations 


XV 


RNAP3 

ARN polymerase de type 3 

RNP 

Ribonucleoproteine 

RQ-PCR 

Real Time Quantitative PCR 

R-TSH 
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Synopsis I 


Strategie d'exploration d'une hypersensibilite allergique 


Absence 
d’argument en 
faveur d’une 
origine immuno- 
allergique 
immediate ou 
retardee 


Patient , symptomes 

I [ 

Consultation d’allergologie 
Interrogatoire 
Examen Clinique 

4 


Etiologie immuno-allergique possible 


I 


Hypersensibilite retardee 


* 


1 re intention : 

Tests cutanes a lecture 
retardee ( patch-tests ) 

2 e intention : 

Test de provocation realiste 

Selon le contexte 
2 e ou 3 e intention : 
Tests cellulaires mimant la 
reaction d’hypersensibilite 
retardee (test d’activation 
ou de proliferation des 
lymphocytes) 


4 


4 


Allergie 


Allergie 

rejetee 


confirmee 


4 


Choix 

therapeutique 


STOP investigations 
allergologiques 
Rechercher une autre 
etiologie 


4 


Hypersensibilite immediate 


❖ 


1 re intention : 

• Tests cutanes (TC) a lecture immediate 
(prick-tests) 

• Ou IgE seriques specifiques : 

- si TC negatifs mais histoire clinique 
evocatrice 

- si TC impossibles a realiser (dermatose 
etendue, prise recente d’antihistaminiques 
ou de corticoi'des) 

- pour quantifier et suivre une 
sensibilisation 

- pour etablir un profil moleculaire de 
sensibilisation biologique vis-a-vis de 
molecules a valeur diagnostique ou 
pronostique, explorer des reactions croisees 

2 e intention : 

Profil de sensibilisation moleculaire (IgE 
contre allergenes moleculaires) si disponible 
et utile (confirmer une allergie, evaluer sa 
gravite potentielle, mieux cerner les 
reactions croisees potentielles et les 
cosensibilisations) 

3 e intention : 

Selon la clinique et les resultats des etapes 
precedentes : test realiste de provocation 
ou tests cellulaires mimant la reaction 
d’hypersensibilite immediate (test 
d’activation des basophiles) 


1 


Allergie 


Allergie 

rejetee 


confirmee 


Urgence 

allergologique 


Reanimation et bilan 
biologique immediat : 
T ryptase 
+ IgE specifiques 
± Histamine 
+ Declaration 
pharmacovigilance si 
medicament suspect 


+ 24 heures : 
Dosage 

tryptase basale 


♦ 


+ 1-3 mois : 
Orienter vers 
un allergologue 


* 


* 


Choix 

therapeutique: 
eviction, 
immunotherapie 
specifique ou 
induction de 
tolerance 


t Dosage tryptase basale 
: Dosage lgG4 specifiques 
(selon le contexte) 




Surveillance : clinique, tests 
cutanes, IgE specifiques, lgG4 
specifiques (selon le contexte) 
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Exploration de I'allergie 


Fiche 1 .1 

Dosage des immunoglobulines E (IgE) totales circulantes 


Signification biologique du parametre 

Les immunoglobulines E (IgE) sont synthetisees 
lors de certaines reponses adaptatives humorales et 
se fixent en majorite sur des recepteurs de forte 
affinite presents notamment a la surface des mas- 
tocytes et des basophiles. Elies representent une 
classe d' anticorps particulierement impliquee dans 
l'immunite antiparasitaire. Dans le sang, elles 
constituent une classe d' immunoglobulines 
solubles peu abondante. Leur dosage est indique 
pour detecter des augmentations pathologiques 
de leur concentration. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La concentration d'lgE totales circulantes etant 
une mesure de la capacite de 1 ' individu a produire 
des IgE, quelle que soit leur specificite, ce test ne 
peut etre utilise ni pour le depistage de 1 ' allergie ni 
dans le cadre d'un bilan d'anaphylaxie. Les princi- 
pales indications du dosage des IgE totales sont la 
confirmation diagnostique ou le suivi de polysen- 
sibilisations, parasitoses (filarioses, schistoso- 
miases, toxocarose, ascaridiose, hydatidose), 
urticaire chronique, dermatite atopique, aspergil- 
lose bronchopulmonaire, deficits immunitaires 


(syndrome d'hyper-IgE ou de Job-Buckley), la 
maladie de Wiskott-Aldrich et d'autres entites 
accompagnees d'une elevation du niveau d'lgE 
circulantes par deregulation des mecanismes lym- 
phocytaires T. De plus, le titre d'lgE totales doit 
etre determine avant d'envisager un traitement par 
omalizumab (anticorps anti-IgE). L'elevation du 
titre d'lgE totales chez l'enfant, surtout avant 
3 ans, est un marqueur liable d'atopie. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le dosage des IgE totales est un examen de pre- 
miere ou seconde intention selon le contexte. Une 
valeur normale d'lgE totales circulantes est un 
argument fort contre 1' existence d'un terrain ato- 
pique ; a contmrio , une elevation de la concentra- 
tion d'lgE totales seriques n'est pas specifique 
d'un etat atopique. Le dosage des IgE totales peut 
etre normal chez 20 a 40 % des patients porteurs 
d'une allergie, alors qu'il peut etre eleve dans la 
meme proportion dans diverses circonstances 
pathologiques non liees a l'allergie (infections, y 
compris VIH, deficits immunitaires, tabagisme, 
etc.). C'est pourquoi l'apport du dosage des IgE 
totales est modeste dans le diagnostic d' allergie. 


Chapitre 1. Explorations humorales de I'allergie 
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Nature du prelevement 

Serum ou plasma. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante si transport rapide ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Refrigere pendant 7 jours, congele au-dela. 

Eviter les congelations et decongelations repetees. 

Principe methodologique 

Le dosage des IgE est plus delicat que celui des autres classes d'immunoglobulines car la quantite 
d'lgE circulantes est environ 1 000 fois plus faible. Les IgE circulantes sont mises au contact 
de supports recouverts d'anticorps anti-lgE. Apres lavage, un conjugue anti-lgE couple a une 
enzyme ou a un fluorochrome ou fixe sur des billes de latex est ajoute. Sa fixation est revelee par 
chimioluminescence, immunofluorescence ou nephelemetrie selon les fabricants. L'intensite du 
signal est proportionnelle a la concentration en IgE exprimee en klll/L ou pg/L (standard OMS : 

1 kUI = 2,4 pig). 

Type de methode 

Automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Pratiquement indetectable a la naissance, la concentration en IgE croit jusqu'a 15 ans, puis 
decroTt pour se stabiliser chez I'adulte, dont les valeurs de reference sont comprises entre 0 et 
150 klll/L. Chez les sujets atopiques, elle est dans une fourchette de quelques centaines de kUI/L. 
Elle est plus elevee dans les parasitoses et dans certaines dermatites atopiques (> 1 000 klll/L). 
Une concentration tres elevee (> 1 0 000 kUI/L) doit faire evoquer un syndrome d'hyper-lgE. Des 
valeurs depassant 100000 kUI/L peuvent etre observees dans de rarissimes cas de myelome a 
IgE. Dans I'aspergillose bronchopulmonaire allergique, une concentration d'lgE Males circulantes 
superieure a 1 000 kUI/L est un critere diagnostique. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les resultats doivent etre interpretes selon I'age et le contexte Clinique. 
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Exploration de I'allergie 


Fiche 1 .2 

Dosage des immunoglobulines E (IgE) totales lacrymales 


Signification biologique du parametre 

La presence d' immunoglobulines E dans les larmes 
(IgE lacrymales) traduit une production locale de 
ces anticorps par les plasmocytes de la conjonctive. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La detection d'une production locale d'lgE est 
utile pour le diagnostic des allergies dont l'expres- 
sion clinique est ophtalmologique, isolee. 


Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce dosage peut etre prescrit en premiere intention 
devant un tableau clinique evocateur de conjonc- 
tivite allergique isolee. Cet examen est comple- 
mentaire des explorations allergologiques locales 
ophtalmologiques ou systemiques cutanees ou 
sanguines, la synthese d'lgE pouvant etre limitee a 
la sphere oculaire. 


Nature du prelevement 

Larmes et serum le meme jour. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Un volume de 50 a 1 00 pL de larmes par ceil est suffisant car I'echantillon peut etre teste apres 
dilution. Elies peuvent etre recueillies a la pipette dans le cul-de-sac conjonctival externe apres 
sollicitation de la secretion lacrymale soit spontanement par application de I'embout sterile d une 
pipette automatique soit par la methode des oignons soit en approchant un tampon de coton 
imbibe de formol, soit enfin par mise en place d une bandelette de Schirmer. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante ou refrigere. 

Mode de conservation 

Refrigeration pendant 7 jours, congelation au-dela. 
Eviter les congelations et decongelations repetees. 

Principe methodologique 

La concentration d'lgE lacrymales resulte de la conjonction d une synthese locale d'lgE et d'une 
filtration des immunoglobulines au travers de la barriere hematolacrymale. Le dosage concomitant 
de I'albumine et des IgE lacrymales et seriques permet de differencier une reaction immune locale 
d'une simple filtration. 

Les concentrations de I'albumine et des IgE lacrymales etant particulierement faibles, des 
methodes specifiques doivent etre utilisees. Les differentes methodes de dosage de la 
microalbumine ont une sensibilite suffisante (autour de 25 mg/L) a condition de tester des larmes 
non diluees. Le calcul des IgE filtrees est donne par la formule : IgE totales filtrees = IgE totales 
seriques x (Albumine lacrymale (g/L)/60). 

Lorsque le taux des IgE lacrymales est compris entre 2 et 4 fois celui des IgE filtrees, on ne peut 
qu'evoquer une synthese locale, tandis qu'on peut conclure a une synthese locale lorsque le 
rapport est > 4. La valeur moyenne de I'albumine lacrymale est de 50 mg/L et les valeurs usuelles 
des IgE totales lacrymales sont 
<1 kUI/L avec une moyenne de 0,37 kUI/L. 

Type de methode 

Automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Selon les auteurs, la sensibilite est de 80 a 90 % et la specificite > 90 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Une mesure isolee des IgE totales ou specifiques lacrymales sans calcul des IgE filtrees n'a aucun 
interet diagnostique. 


Chapitre 1. Explorations humorales de I'allergie 
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Fiche 1 .3 


Depistage et dosage d'lgE specifiques 
de pneumallergenes ou trophallergenes melanges - 
Identification vis-a-vis d'un allergene unique 


Signification biologique du parametre 

La presence d'lgE specifiques d'un allergene dans 
le sang circulant signe la sensibilisation d'un sujet 
a cet allergene, sans toutefois prejuger d'une signi- 
fication clinique associee et done d'une reaction 
allergique symptomatique lors d'une reexposition. 
La concentration des IgE specifiques est parfois 
associee a la severite clinique. Elle n'est pas force - 
ment correlee a la concentration des IgE totales. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les IgE specifiques doivent etre recherchees en 
cas de suspicion d'une hypersensibilite de type I 
IgE-dependante. La connaissance precise du profil 
de sensibilisation permet une prise en charge the- 
rapeutique ciblee : eviction ou immunotherapies 
specifiques. Les tests permettent de doser des IgE 
specifiques soit d'un seul allergene (proteine ou 
source allergenique), soit d'un melange d'aller- 


genes (representatif de plusieurs sources allerge- 
niques), propose lorsque l'orientation clinique 
n'est pas ciblee. La disponibilite croissante de 
composants allergeniques purifies, natifs ou 
recombinants, permet de disposer de tres nom- 
breux tests moleculaires, sans equivalent en tests 
cutanes, pour la recherche des IgE specifiques. 
L' interpretation est delicate car les reactions croi- 
sees sont complexes et nombreuses. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ces dosages sont presents en seconde intention 
pour confirmer l'etiologie d'une allergie evoquee a 
la fois sur l'anamnese et les resultats des tests cuta- 
nes. Ils peuvent eventuellement etre utilises en 
premiere intention lorsque les tests cutanes corres- 
pondants sont juges dangereux pour le patient ou 
lorsque 1' allergene a tester est disponible unique- 
ment pour le diagnostic in vitro , ce qui est le cas de 
la plupart des allergenes moleculaires. 


Nature du prelevement 

Serum ou plasma 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune 

Contraintes d'achemlnement 

Temperature ambiante si transport rapide ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Refrigeration pendant 7 jours, congelation au-dela. 
Eviter les congelations et decongelations repetees. 

Principe methodologique 

ELISA, FEIA ou micropuce : ces methodes utilisent des allergenes lies a une phase solide sur 
lesquels se fixent les IgE specifiques du plasma ou du serum. Un conjugue anti-lgE marque 
par une enzyme ou un fluorochrome permet ensuite leur detection par immunofluorescence ou 
chimioluminescence. 

II existe egalement des methodes en phase liquide. 

Type de methode 

Automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative (kll/L) sauf pour les melanges. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

La sensibilite est evaluee entre 84 et 95 % et la specificite entre 85 et 94 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Faux negatifs si prelevement trap precoce ou sensibilisation contre une molecule ou un epitope 
sous-represente dans le reactif. 

Faux positifs par fixation de faible specificite en cas d'hyper-lgE. 

Sensibilisation contre les composants glucidiques d'allergenes vegetaux sans retentissement clinique. 
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Exploration de I'allergie 


Fiche 1 .4 

Profil de sensibilisation des IgE specifiques 
par micropuce a composants allergeniques 


Signification biologique du parametre 

La presence d'lgE specifiques d'un aliergene dans 
le sang circulant signe la sensibilisation d'un patient 
a cet aliergene sans toutefois prejuger d'une reac- 
tion allergique symptomatique lors d'une reexposi- 
tion. Cependant, la concentration des IgE 
specifiques est parfois associee a la severite clinique 
des reactions allergiques. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L'exploration par micropuce permet d'etudier 
simultanement, dans un volume sanguin tres reduit 
(30 |iL), la sensibilisation d'un individu. Plus d'une 
centaine de composants allergeniques sont presents 
sur la micropuce, issus de nombreuses sources d'ae- 
roallergenes, d'allergenes alimentaires ou de venins 
d'hymenopteres. Le test peut aussi etre utilise pour 
la detection de sensibilisations a IgG4 specifiques. 
La realisation de ce test est indiquee en cas d' aller- 
gies alimentaires multiples et severes de l'enfant ou 


de l'adulte, de polysensibilisation complexe necessi- 
tant l'exploration de nombreuses families allerge- 
niques ou de suspicion de sensibilisation a un ou 
plusieurs pan-allergenes. On peut aussi l'utiliser en 
cas de discordance entre l'anamnese, les tests cuta- 
nes et les tests unitaires. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce test doit etre realise uniquement en seconde 
intention, apres concertation clinico- biologique 
specialisee, en complement de l'anamnese, des 
tests cutanes et des dosages eventuels d'lgE speci- 
fiques par tests unitaires. Exceptionnellement, il 
peut etre realise en premiere intention lors de 1' ex- 
ploration specialisee de dermatites atopiques 
severes chez des patients polysensibilises pour les- 
quels la realisation des tests cutanes est difficile. 
L'exploration sur micropuce ne doit en aucun cas 
etre utilisee coniine test de depistage de l'allergie. 


Chapitre 1. Explorations humorales de I'allergie 
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Nature du prelevement 

Serum ou plasma. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante si transport rapide ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Refrigeration pendant 7 jours, congelation au-dela. 
Eviter les congelations et decongelations repetees. 

Principe methodologique 

Les composants allergeniques recombinants ou purifies sont fixes de maniere covalente sur une 
lame de verre pretraitee sous forme de spots. La lame est incubee avec le serum (ou plasma) puis 
avec un anticorps secondaire anti-lgE humaines marque par un fluorocbrome. A Tissue 
de la procedure technique, la fluorescence de chaque spot est mesuree avec un scanneur laser a 
fluorescence, puis convertie en unites arbitraires. Un serum de reference contenant des IgE 
dirigees contre certains des composants de la puce et a differents tltres est utilise pour etablir une 
courbe d'etalonnage. 

Type de methode 

Methode manuelle, realisee en petites series; une semi-automatisation des lavages est possible. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Une concordance de I'ordre de 80 % entre les tests unitaires et certaines micropuces a ete 
rapportee. La valeur predictive positive du test est comparable a celle des tests unitaires. Le CV% 
du test est plus eleve que celui des tests unitaires, en particulier pour les valeurs basses. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les limites du test sont celles du diagnostic allergologique par composants moleculaires 
(par exemple, «faux negatif » par sensibilisation a IgE vis-a-vis de composants absents de la 
micropuce). 

De faibles niveaux de sensibilisation peuvent ne pas etre detectes, alors qu'ils le seraient avec un 
test unitaire utilisant le meme allergene recombinant. 

II n'y pas d'equivalence ni de regie de conversion entre les unites arbitraires du test et celles des 
IgE specifiques mesurees par test unitaire. 

Chez certains patients, compte tenu du grand nombre d'allergenes testes simultanement, des 
sensibilisations biologiques sans pertinence Clinique peuvent etre detectees. 
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Exploration de I'allergie 


Fiche 1 .5 

Dosage des lgG4 specifiques 


Signification biologique du parametre 

Les IgG4 specifiques d'allergene sont des temoins 
d'exposition de l'organisme a cet allergene. La 
specificite et le titre des IgG4 specifiques ne per- 
mettent pas de prevoir les reactions cliniques a 
1' introduction de l'allergene. 

Au cours d'une immunotherapie specifique (ITS, 
ou desensibilisation) ou d'une induction de tole- 
rance, 1' augmentation des titres d'IgG4 speci- 
fiques de l'allergene est un indicateur d'efficacite 
therapeutique (evolution inverse des titres d'lgE 
specifiques et d'IgG4 specifiques). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Couple a celui des IgE specifiques, ce dosage par- 
ticipe au suivi de la reponse du patient au cours de 


1 'ITS ou de I induction de tolerance. En pratique, 
le dosage des IgG4 specifiques est relativement 
peu utilise, car il n'est pas indispensable pour juger 
de l'efficacite de 1'ITS ou de l'induction de tole- 
rance et n'a pas d'indication perse dans le diagnos- 
tic ou le suivi d'allergie. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Dans le suivi de FITS, le dosage des IgG4 et des 
IgE specifiques de l'allergene doit etre realise 
avant le debut du traitement, puis a intervalles 
reguliers en fonction du protocole de desensibili- 
sation (quelques rnois a un an). 


Nature du prelevement 

Serum ou plasma. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante si transport rapide ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Refrigeration pendant 7 jours, congelation au-dela. 
Eviter les congelations et decongelations repetees. 

Principe methodologique 

FEIA (immuno-fluoroenzymologie), ELISA (techniques maison), micropuce a allergenes avec 
revelation lgG4. 

Type de methode 

Automatisee (automate dedie) pour FEIA. 
Manuelle ou automatisable pour I'ELISA. 
Manuelle pour les micropuces. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Les valeurs physiologiques dependent de I'age et de l'allergene considere. Au cours de FITS, une 
augmentation des lgG4 est attendue. Les resultats sont interpreters sous la forme de rapport lgG4/ 
IgE ou I'inverse. II taut cependant noter que les IgE specifiques peuvent augmenter en debut de 
traitement pour diminuer ensuite. 

Causes d'erreur, limites du test 

Le coefficient de variation pour la technique FEIA est de 20 %. 

Des fixations non specifiques ont ete rapportees pour la methode commerciale FEIA pour certains 
allergenes, necessitant I'utilisation des composants allergeniques. 


Chapitre 1. Explorations humorales de I'allergie 
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Exploration de I'allergie 


Fiche 2.1 

Dosage de la tryptase serique ou plasmatique 


Signification biologique du parametre 

Les tryptases sont des proteases quasi specifiques 
du mastocyte. Elies sont liberees en continu (secre- 
tion basale de formes immatures) ou brutalement 
(degranulation anaphylactique de formes matures). 
Le dosage de la tryptase circulante mesure la 
somme des formes matures et immatures, et ren- 
seigne ainsi sur la richesse en mastocytes d'un indi- 
vidu donne et sur l'etat d' activation des 
mastocytes. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage de la tryptase circulante est utilise pour 
le diagnostic des anaphylaxies par degranulation 
mastocytaire, le diagnostic et le suivi des mastocy- 
toses systemiques, le suivi de certaines hemopa- 
thies malignes, revaluation du risque clinique en 
cas d'anaphylaxie chez des patients allergiques aux 
venins d'hymenopteres. 

La tryptasemie basale est tres stable chez un indi- 
vidu donne et doit etre utilisee comme valeur de 
reference pour le diagnostic d'anaphylaxie. La 
tryptase circulante a une demi-vie d'environ deux 
heures. 


Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le dosage de la tryptase est indispensable en pre- 
miere intention devant une suspicion d'anaphy- 
laxie (choc anaphylactique) avec au minimum deux 
prelevements, dont l'un realise 30 minutes a 
2 heures apres l'evenement clinique et le second au 
plus tot 24 heures apres l'evenement. Le preleve- 
ment doit etre realise en leger differe par rapport 
au choc car 1' elevation de la tryptase circulante 
n'est pas instantanee et des prelevements trop pre- 
coces conduisent a de faux negatifs. Le preleve- 
ment apres retour a la valeur normale est egalement 
indispensable en raison des variations interindivi- 
duelles de la tryptasemie basale, qui imposent 1' in- 
terpretation de la tryptasemie de choc en fonction 
de la valeur basale de l'individu. Un controle et/ 
ou un suivi peuvent etre necessaires lorsque le 
niveau basal est trop eleve. La mise en evidence 
d'une elevation transitoire de la tryptase suggere 
une degranulation mastocytaire. Quelles que 
soient les valeurs de la tryptasemie, le patient ayant 
presente une anaphylaxie doit etre adresse en 
consultation d'allergologie pour bilan etiologique. 
Ce parametre presente egalement une valeur 
medico-legale, et il est possible de realiser un pre- 
levement post mortem. 


Nature du prelevement 

Sang sur tube sec, EDTA ou heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

L'indication precise de I'horaire est indispensable. 

Pour les dosages ne necessitant pas une determination sequentielle : un seul prelevement sans 
recommandation particuliere. 

Contraintes 

d'acheminement 

Temperature ambiante si transport rapide; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Refrigeration pendant 3 jours, congelation au-dela. 
Eviter les congelations et decongelations repetees. 

Principe methodologique 

Immunodosage ELISA de type « sandwich » automatise sur automate dedie. II existe actuellement une 
seule methode commerciale pour doser la tryptase. Cette methode mesure sans les distinguer les 
tryptases matures et immatures, d'ou le nom de « tryptase serique totale ». 

Type de methode 

Automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison et commercial. 

EEQ 

Oui. 
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Performances du test 

La tryptase etant quasi specifique du mastocyte, la mise en evidence de son augmentation dans le sang 
circulant signe la degranulation (si transitoire) ou la surcharge/hyperactivite mastocytaire (si persistante). 

Causes d'erreur, limites 
du test 

En cas d'anaphylaxie : un prelevement unique ne permet pas d'objectiver une elevation de la 
tryptasemie par rapport a la valeur basale de I'individu. 

Faux negatifs : possibles si prelevement trap precoce ou trap tardif. 

Faux positifs (rares) : tryptasemie basale elevee, prelevement sur tube fluore, presence d'un facteur 
rhumatoi'de (inconstant). 
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Exploration de I'allergie 


Fiche 2.2 

Dosage de I'histamine plasmatique 


Signification biologique du parametre 

L'histamine est l'un des principaux mediateurs des 
reactions d'hypersensibilite immediates. Elle est 
liberee lors de la degranulation des mastocytes et 
des basophiles par pontage des IgE ou par des 
mecanismes independants des IgE, au cours de la 
transmission de 1' influx nerveux, lors de l'activite 
des cellules enterochromaffines ou encore par acti- 
vation independante des IgE des mastocytes et des 
basophiles. L'histamine peut egalement provenir 
de sources bacteriennes (cas de la scombroi'dose, 
par degradation bacterienne des tissus avaries). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage de l'histamine plasmatique n'est pas un 
examen consensuel actuellement, bien qu'il ait ete 
le seul outil biologique devant une anaphylaxie 
avant 1 'introduction du dosage de la tryptase. En 
France, il reste recommande par la Societe Frangaise 


d'Anesthesie et de Reanimation pour le diagnostic 
des reactions immediates en anesthesie, ainsi que 
par la Societe Frangaise de Radiologie pour les reac- 
tions aux produits de contraste, mais ne figure pas 
dans la prise en charge des urgences allergologiques 
recommandee parl'Academie de medecine. Suite a 
1'evaluation de ce dosage par l'ANAES, cet examen 
n'est plus inscrit a la nomenclature des actes de bio- 
logie medicale. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le dosage de l'histamine plasmatique au decours 
immediat d'une reaction anaphylactique accom- 
pagne, en premiere intention, celui de la tryptase. 
Les resultats sont completes par la recherche d'lgE 
specifiques contre les molecules suspectes (pou- 
vant etre realisee sur le meme prelevement que la 
tryptasemie) et par la consultation d'allergologie 4 
a 6 semaines apres la reaction. 


Nature du prelevement 

Sang sur EDTA. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Le sang doit etre preleve le plus tot possible apres le debut de la reaction. L'indication precise 
des horaires de la reaction et du prelevement est indispensable. 

Contraintes d'acheminement 

Peu de centres effectuent encore ces dosages et le mode de conservation doit etre specific 
par le laboratoire executant. 

Mode de conservation 

Plasma-EDTA pendant 48 heures a temperature ambiante ou 72 heures a +4 °C, congelation 
ensuite. 

Principe methodologique 

Competition radio-immunologique ou methode immunoenzymologique (ELISA), apres une acylation 
de I'echantillon permettant la reconnaissance de l'histamine acylee par I'anticorps de dosage. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Test peu pertinent en raison de la fixation de I'histamine a ses recepteurs in vivo. 

Causes d'erreur, limites du test 

Nombreuses causes d'erreur par defaut ou par exces (contamination par degranulation des 
basophiles). 
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Fiche 2.3 

Dosage de la proteine cationique des eosinophiles (ECP) 


Signification biologique du parametre 

La proteine cationique des eosinophiles (ECP, 
Eosinophil Cationic Protein) est un mediateur 
contenu dans les granules secondaires de l'eosino- 
phile et libere lors de l'activation cellulaire. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La mesure de l'ECP serique permet d'estimerla gra- 
vite de l'inflammation des voies aeriennes et de 
suivre revolution d'un asthme. Le taux d'ECP aug- 
mente au cours des rhinites et de l'asthme aller- 
giques, de la dermatite atopique et d'affections 
gastro-intestinales IgE-dependantes : padiologies 
intestinales a eosinophiles (cesophagite, gastroente- 
rite et colite), allergie alimentaire, parasitoses. 


L'ECP est aussi augmentee au cours d'affections 
IgE-independantes : asthme non allergique avec 
intolerance a l'aspirine, polypose nasosinusienne, 
infections respiratoires, maladie de Churg et Strauss, 
syndrome d'hypereosinophilie idiopathique. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La mesure de l'ECP serique est un exarnen de 
seconde intention peu utilise dans le suivi des 
maladies allergiques. II existe une forte variabilite 
interindividuelle de 1' augmentation des niveaux 
d'ECP en pathologie et son evaluation ne pre- 
sente pas d'interet diagnostique. Dans la derma- 
tite atopique, la severite de la maladie est plus 
facilement evaluee par le score clinique SCORAD . 


Nature du prelevement 

Serum sur tube sec avec separateur de gel recueilli apres 1 -2 heures de coagulation a 
temperature stable (20-24 °C) ; larmes. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Ne pas utiliser de serum hemolyse ou de plasma. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante pour le tube primaire uniquement (dans I'heure qui suit le prelevement), 
sinon serum. 

Mode de conservation 

Refrigeration pendant 5 jours, congelation au-dela. 

Principe methodologique 

FEIA (fluoro-immunoenzymologie). 

Type de methode 

Automatisee (automate dedie). 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

< 1 0 pg/L : absence d'inflammation a eosinophiles. 

>15 pg/L : presence d un etat inflammatoire a eosinophiles. 

Dans le cadre d un suivi therapeutique, le patient constitue son propre terrain. 

Causes d'erreur, limites du test 

II existe une variabilite interindividuelle importante. 

Les conditions preanalytiques strides requises sont difficilement applicables lorsque 
le prelevement n'est pas realise dans le laboratoire effectual le dosage. 
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Fiche 3.1 

Exploration de I'activation des basophiles par I'allergene 


Signification biologique du parametre 

L'activation des basophiles d'un echantillon san- 
guin in vitro en presence d'un allergene indique sa 
capacite a declencher une reponse d'hypersensibi- 
lite immediate in vivo. Au cours de ces reponses, la 
principale cellule effectrice est le mastocyte, d'ex- 
ploration directe difficile compte tenu de sa locali- 
sation tissulaire. Le basophile presente une forte 
similarite fonctionnelle avec le mastocyte et 
constitue un outil interessant pour 1' exploration 
biologique puisqu'il est obtenu par une simple 
prise de sang. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L'objectif est de reproduire la reaction physiopa- 
thologique d'hypersensibilite immediate, princi- 
palement dependante des IgE, par une activation 
des basophiles. Ces tests sont applicables au dia- 


gnostic etiologique des reactions immediates 
(< 30 minutes) ou semi-retardees (< 24 heures). 
Ils permettent egalement de suivre l'efficacite de 
l'immunotherapie specifique (venins d'hymenop- 
teres) ou de l'eviction de I'allergene. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce test se place en premiere intention s'il s'agit de 
decider ou suivre une immunotherapie ou de pal- 
lier une carence des autres tests (risque clinique 
trop important avec les tests cutanes et/ou 
absence de reactifs commerciaux pour la recherche 
d'lgE seriques specifiques). C'est un test de deu- 
xierne ou troisieme intention, apres les tests cuta- 
nes et les dosages d'lgE seriques lorsque ces outils 
sont disponibles, s'il s'agit de mieux documenter 
un cas difficile. II est potentiellement utilisable 
pour tout allergene soluble. 


Nature du prelevement 

Sang total sur EDTA, ACD ou heparine selon la methode utilisee : se renseigner aupres du 
laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Le moment optimal de prelevement se situe entre 4 a 6 semaines apres une reaction et avant 
12 mois. 

Contraintes d'acheminement 

Se renseigner aupres du laboratoire executant. 

Mode de conservation 

Realisation le plus rapidement possible apres prelevement. 

Principe methodologique 

Dans un premier temps, les cellules sanguines non isolees sont mises en contact avec plusieurs 
concentrations de I'allergene suspecte. L'activation des basophiles est ensuite mesuree par le 
dosage de mediateurs liberes dans le surnageant ou par detection de I'intensite d'expression de 
marqueurs membranaires en cytometrie en flux (par exemple, CD63, CD203c). 

Type de methode 

Manuelle ou automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Chaque patient constitue son propre controle de qualite interne. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Selon les auteurs et les molecules testees, la sensibilite est de 50 a 80 % et la specificite de 80 a 
90 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Prelevement trop precoce ou trop tardif par rapport a la reaction a explorer. 
Insolubilite ou toxicite de la molecule a tester. 
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Fiche 3.2 

Exploration de I'activation lymphocytaire par I'allergene 


Signification biologique du parametre 

L'activation des lymphocytes T d'un echantillon 
sanguin in vitro en presence d'un allergene 
indique la presence de lymphocytes T memoire 
specifiques. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

En immunoallergologie, ce test est utilise pour le dia- 
gnostic d'une reaction retardee dont les signes cli- 
niques apparaissant au plus tot 48 heures apres le 
contact avec I'allergene suspect. En padiologie pro- 


fessionnelle, ce test est utilise pour la mise en evidence 
d'une sensibilisation, par exemple, aux metaux. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce test est utilise pour 1' exploration des reactions 
principalement medicamenteuses en premiere ou 
seconde intention (apres les tests cutanes) lorsqu'il 
s'agit d'une reaction retardee, soit en complement 
de l'activation des basophiles par I'allergene dans 
le cas de reactions observees avant 48 heures, 
lorsqu'une composante retardee est suspectee. 


Nature du prelevement 

Sang total sur EDTA, ACD ou heparine selon la methode utilisee : se renseigner aupres du 
laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Le moment optimal de prelevement se situe entre 4 a 6 semaines apres une reaction et avant 
6 mois. 

Contraintes d'acheminement 

Se renseigner aupres du laboratoire executant. 

Mode de conservation 

Realisation le plus rapidement possible apres prelevement. 

Principe methodologique 

L'etude de la reactivite des lymphocytes est realisee par cytometrie en flux apres contact de sang 
total avec I'allergene suspecte dans un milieu de culture pendant 24 heures (CD69) ou 5-7 jours 
(CD25). Un test complet comprend 1 ou 2 temoins negatifs, un controle positif (PHA) et 3 dilutions 
successives de I'allergene a tester. La reponse des lymphocytes a I'allergene peut etre appreciee 
sur d'autres criteres, comme la proliferation induite par I'allergene ou la mesure de la quantite et du 
profil de cytokines produites. 

Type de methode 

Manuelle, necessitant un cytometre en flux. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Chaque patient constitue son propre controle de qualite interne. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Selon les auteurs, la sensibilite est de 65 a 80 % et la specificite de 80 a 90 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Prelevement trap precoce ou trap tardif par rapport a la reaction a explorer. 
Insolubilite ou toxicite de la molecule a tester. 
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Fiche 4.1 

Anticorps antinucleaires : recherche et titrage par IFI 
sur cellules HEp-2 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps antinucleaires (AAN) sont diriges 
contre un grand nombre de cibles antigeniques 
nucleaires (chromosomes, nucleoplasme, matrice 
nucleaire, nucleole, membrane nucleaire, etc.). 
L'interet de leur identification reside dans l'aide au 
diagnostic de differentes maladies auto-immunes 
systemiques (connectivites) et de certaines hepato- 
pathies, mais aussi au cours de pathologies infec- 
tieuses ou neoplasiques ou induites par certains 
medicaments. Enfin, il taut souligner la presence 
des AAN chez les sujets sains, en particulier ages, 
avec une predominance feminine. Les resultats 
sont done a interpreter en fonction du contexte 
clinique et des cibles antigeniques identifiees. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le depistage des AAN s'effectue par immunofluores- 
cence indirecte (IFI) sur cellules HEp-2, generale- 
ment a des dilutions seriques au 1/80 ou au 1/160 
(seuil de positivite). En cas de resultat positif, il faut 
decrire l'aspect de la fluorescence observee et donner 
un titte par dilution du serum jusqu'a la dilution 
limite (ou au moins superieur au 1 /1 000). Les prin- 
cipales indications sont les suspicions de maladie sys- 
temique (syndrome de Gougerot- Sjogren, lupus 


erythemateux systemique, syndrome de Sharp ou 
connectivite mixte, sclerodermie systemique, poly- 
myosite, dermatomyosite, arthrite juvenile idiopa- 
thique) et les suspicions d'hepatite auto-immune de 
type 1 ou de cirrhose biliaire primitive. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

La recherche des AAN doit etre realisee en pre- 
miere intention par IFI sur cellules EIEp-2. 

En cas de resultat positif et, selon l'aspect de fluores- 
cence observee, il est necessaire d'identifier les cibles 
pour augmenter la puissance diagnostique et pro- 
nostique du test. Cette identification fait appel a 
d'autres approches methodologiques. On recherche 
principalement les anticorps anti-ADN double brin 
(ou anti-ADN natif) (cf. Fiche 4.2) et les anticorps 
anti-antigenes nucleaires solubles (SSA, SSB, Sm/ 
RNP, Jol, Scl70) (cf. Fiche 4.3). D'auttes specifici- 
tes peuvent etre recherchees en fonction du contexte 
clinique. L' immunofluorescence sur cellules HEp-2 
suffit a f identification des anticorps anti-centto- 
mere. L'lFI sur cellules HEp-2 permet aussi de 
detecter des anticorps diriges contre des compo- 
sants du cytoplasme (anticytoplasmiques), qui ne 
doivent pas etre denommes antinucleaires mais dont 
la cible suspectee doit etre identifiee (cf. Fiche 7.1) 
car certains ont un interet diagnostique. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Pas de contrainte d'acheminement : transport a temperature ambiante si < 24 heures ; sinon, 
refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

IFI standard sur cellules HEp-2 (Human Epithelioma 2) ou cellules HEp-2000® 
transferees avec le gene codant I'antigene SSA 60 kDa. 

On recherche habituellement les IgG mais certains coffrets permettent d'identifier d'autres 
isotypes. Pour la detection des anticorps anti-membrane nucleaire, le substrat le plus sensible 
reste les coupes de foie de rat. 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisable (automate preparateur de lames). 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

La recherche d'AAN est un test tres sensible mais non specifique d'une pathologie donnee. La 
performance du test est etroitement dependante de I'experience du lecteur. 

Causes d'erreur, limites du test 

Si la specificite des AAN n'est pas identifiee, leur interet est relativement limite. Des variations des 

aspects et des titres de fluorescence dependent du type 

de preparation des cellules (culture, fixation) et des anti-globulines utilisees 

(mono- ou polyspecifiques). Certains serums peuvent contenir plusieurs anticorps antinucleaires 

: certains AAN de titres eleves peuvent masquer d'autres AAN de titre plus faible. Ceci justifie une 

identification large des specificites. 
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Fiche 4.2 

Anticorps anti-ADN double brin 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-ADN double brin (ADNdb, 
dsDNA, ou ADN natif) reconnaissent des epi- 
topes conformationnels de 1 acide desoxyribonu- 
cleique bicatenaire. Leur detection et leur 
quantification sont utiles essentiellement pour le 
diagnostic du lupus erythemateux systemique 
(LES) et le suivi des patients. Les anticorps anti- 
ADN torment un groupe tres heterogene avec des 
anticorps qui ne reconnaissent que l'ADNdb, 
ceux qui interagissent avec l'ADNdb mais aussi 
simple brin (ADNsb) et ceux qui ne reconnaissent 
que l'ADNsb. Les anticorps anti-ADNsb, rencon- 
tres dans de nombreuses maladies, n'ont pas d'in- 
teret diagnostique. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L'objectif du test est la detection et la determina- 
tion semi -quantitative ou quantitative des anti- 
ADNdb. Les IgG anti-ADNdb sont considerees 
comme le marqueur serique le plus important du 
lupus erythemateux systemique. Chez ces patients, 
leur concentration serique est correlee a la fre- 


quence et a la severite de l'atteinte renale. De plus, 
1' augmentation de leur titre evoque une poussee 
ou une rechute, tandis que leur diminution 
temoigne d'une reponse therapeutique, sans que 
cette correlation soit absolue. Cependant, les 
resultats doivent etre interpretes dans 1' ensemble 
du contexte clinique et biologique car ces anti- 
corps sont observes au cours d'autres connect! - 
vites ou d'hepatites auto-immunes. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le dosage des anticorps anti-ADNdb est un exa- 
men de seconde intention qui doit etre effectue 
apres la recherche et le titrage des anticorps anti- 
nucleaires totaux (AAN) (cf. Fiche 4.1). Les anti- 
corps anti-ADNdb sont recherches de faqon 
systematique lorsque l'aspect de fluorescence des 
AAN est de type anti-chromatine, c'est-a-dire 
homogene avec marquage des cellules en mitose, 
mais aussi en presence d'un autre aspect de fluo- 
rescence de titre eleve ou en l'absence d'AAN 
lorsque le diagnostic de lupus erythemateux syste- 
mique est fortement suspecte. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

La recherche des anticorps anti-ADNdb dans d'autres liquides biologiques (liquide pleural, liquide 
d'ascite, LCR) n'est pas pertinente. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Le test de Farr en RIA consiste en la precipitation des immuns complexes formes par I'ADNdb 
radiomarque et le serum a tester suivie de la mesure de la radioactivite du precipite. II detecte 
les anticorps (IgG, IgA, IgM) de haute affinite pour I'ADNdb. II est considere comme un test de 
reference. 

L'lFI standard sur etalement de Crithidia luciliae (qui presented un kinetoplaste d'ADNdb 
circulaire) s'effectue avec le serum pur et dilue au 1 / 1 0 e , puis par titration. Elle peut utiliser des 
anti-globulines monospecifiques (IgG) ou polyspecifiques. 

L'ELISA, la FEIA et I'ALBIA peuvent aussi etre utilisees ainsi que des immunodots pour le depistage. 

Type de methode 

Manuelle pour le RIA. 

Manuelle ou semi-automatisable (automate preparateur de lames) pour I'lFI. 
Manuelle et automatisable pour ELISA, FEIA, ALBIA. 

Type de mesure 

IFI et immunodots : qualitative avec donnees quantifiables. 

RIA, ELISA, ALBIA, FEIA : quantitative. Malgre I'existence d un etalon international ( WHO standard) 
auquel se referent les differentes techniques commerciales, les seuils et les resultats rendus en Ul 
ne sont pas comparables entre les differents coffrets. 

CIQ 

Maison ou commerciaux 

EEQ 

Oui 

Performances du test 

La sensibilite et la specificite des techniques dependent de I'avidite des anticorps, du type de 
substrat et des isotypes des anticorps detectes. Les tests ELISA detectant a la fois les anticorps 
de faible et forte affinite sont les tests les plus sensibles mais les moins specifiques du lupus 
erythemateux systemique. L'lFI detecte les anticorps de forte et moyenne avidite. Le test de Farr 
detecte les anticorps de forte affinite. 

Un titre eleve d'lgG anti-ADNdb est fortement associe a un lupus erythemateux systemique. Des 
IgM anti-ADNdb de titre eleve mais sans signification Clinique peuvent apparaitre au cours de 
traitement par les anti-TNF ou de fagon transitoire au cours de certaines infections virales. 

Causes d'erreur, limites du test 

La source antigenique utilisee (ADN purifie, contamination par des histones, presence d'ADN 
denature, etc.) constitue un point crucial et il est important pour le diagnostic du lupus 
erythemateux systemique de detecter les anticorps anti-ADNdb. Le test de Farr reste limite 
a certains laboratoires du fait de I'emploi d'isotopes. L'lFI depend de I'interpretation correcte 
de I'aspect de la fluorescence par le biologiste. L'ELISA ne fait pas toujours la difference entre 
anticorps anti-ADNdb et anti-ADNsb. 

II peut etre recommande d'utiliser deux techniques de detection en raison des differences 
observees selon la methodologie employee qui peut reveler seulement certains anticorps, en 
particulier selon leur avidite. 

II est recommande de suivre revolution du titre des anticorps chez un patient par les memes reactifs 
compte tenu de la dispersion des valeurs de reference. 
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Fiche 4.3 

Anticorps anti-antigenes nucleates solubles 


Signification biologique du parametre 

Les antigenes nucleaires solubles (ENA, pour 
Extmctible Nuclear Antigens , terme utilise pour 
designer les proteines nucleaires solubles en tam- 
pon phosphate) sont des cibles antigeniques des 
anticorps antinucleaires (AAN) detectes sur cel- 
lules HEP-2. On decrit des anticorps anti-SSA/ 
Ro60, anti-SSB/La, anti-Sm, anti-UjRNP (com- 
pose des sous-unites proteiques 70 kDa, A et C), 
anti-ADN-topoisomerase 1 (Scl70) et egalement 
contre 1' antigene cytoplasmique histidyl-aminoa- 
cyl transferase (Jol ). L' identification des anti -ENA 
a un grand interet car ils peuvent etre de bons mar- 
queurs diagnostiques, parfois specifiques et parfois 
a valeur pronostique, de differentes maladies syste- 
miques. Ainsi, les anti-Sm sont des marqueurs spe- 
cifiques du lupus erythemateux systemique et les 
anti-ADN-topoisomerase 1 (anti-Scl70) sont spe- 
cifiques des sclerodermies systemiques. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les anti-ENA sont recherches en cas de suspicion 
de connectivite (syndrome de Gougerot- Sjogren, 
lupus erythemateux systemique, sclerodermie sys- 
temique, polymyosite, syndrome de Sharp, etc.), 


dont les signes cliniques tres varies sont souvent 
communs a plusieurs pathologies. L' identification 
des anticorps permet de les differencier ou de 
montrer des syndromes de chevauchement. 
L' identification suffit au diagnostic, les titres 
n'ayant pas de valeur pronostique. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un examen de seconde intention, a effec- 
tuer apres la recherche et le titrage des AAN par IFI 
sur HEp-2 (cf. Fiche 4.1), ou en premiere inten- 
tion en cas de suspicion d'anti-SSA. Les anti-ENA 
sont habituellement recherches en deux temps. Le 
depistage est realise avec un melange d'antigenes 
puis, en cas de positivite, une identification de la ou 
des specificites est effectuee. L' aspect de fluores- 
cence sur cellules HEp-2 oriente et reste indispen- 
sable a une interpretation adequate des resultats 
d' identification. Certaines specificites correspon- 
dant a des antigenes non presents ou en trop faible 
quantite dans les tests de depistage doivent etre 
recherchees par des techniques specifiques, orien- 
tees par 1' aspect de fluorescence des AAN ou par les 
donnees cliniques (par exemple, anti-PCNA, anti- 
Mi2, anti-ICu, anti-PM/Scl). 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur 
de dilution pour les prelevements citrates et aux interferences 
si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les techniques de depistage font essentiellement appel aux techniques immunoenzymatiques 
(ELISA, FEIA), a I'electrosynerese et a I'immunodiffusion double de type Oucbterlony. Les 
techniques d'identification des specificites sont I'ELISA, I'ALBIA, I'immunodot ou immunoline, 
la FEIA et I'immunodiffusion double de type Ouchterlony. 

Type de methode 

Manuelles, automatisables, automatisees. 

Type de mesure 

Ouchterlony et electrosynerese : qualitatives. 

ELISA, ALBIA, immunodot ou immunoline, FEIA : qualitatives a donnees quantifiables. En I'absence 
de serum de reference quantifier, les valeurs donnees par ces tests ne correspondent qu'a des 
unites arbitraires et ne peuvent etre comparees entre elles. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

L'ELISA et les methodes derivees sont les plus utilisees et sont tres sensibles. 

Les principaux inconvenients de la technique d'Ouchterlony sont son manque de sensibilite et la 
necessite de disposer de serums de reference et de sources antigeniques d'excellente qualite. 

De plus, cette technique, reservee aux centres de reference, ne met en evidence que les anticorps 
precipitants et ne se prete pas aux depistages d'urgence. L'electrosynerese est plus sensible 
que I'Ouchterlony mais sa realisation presente plus de difficultes techniques, ce qui en fait une 
methode reservee a certains centres experts. 

Les anti-Sm sont presents dans 15 a 30 % des cas de lupus erythemateux systemique, les 
anti-UjRNP dans 20 a 30 % des lupus erythemateux systemiques et 93 % des connectivites 
mixtes, mais peuvent etre observes dans d'autres pathologies. Les anti-SSA/Ro60 sont presents 
dans 70 % des syndromes de Gougerot-Sjogren et 35 % des lupus erythemateux systemiques. 
Chez la femme enceinte, la presence d'anti-SSA signe un risque de lupus neonatal et/ou de bloc 
auriculoventriculaire congenital. Les anti-SSB/La sont presents dans plus de 40 % des syndromes 
de Gougerot-Sjogren et 35 % des lupus erythemateux systemiques, pratiquementtoujours 
associes aux anti-SSA. Les anti-Scl70 sont tres specifiques des sclerodermies systemiques mais 
presents chez 50 a 70 % des patients (of. Fiche 4.6). Les anti-PCNA sont tres rares au cours du 
lupus erythemateux systemique (< 5 %) mais semblent specifiques. La majorite des coffrets 
incluent I'antigene SSA/Ro52, dont la valeur clinique reste a etablir, et I'antigene cytoplasmique 
soluble Jol (of. Fiche 7.1). 

Causes d'erreur, limites du test 

Les techniques d'Ouchterlony et d ' el ectrosy nerese utilisent des extraits cellulaires comme 
source antigenique, done des antigenes natifs qui peuvent comprendre aussi des antigenes 
cytoplasmiques. Les autres techniques utilisent des combinaisons restreintes d'antigenes dont les 
sources peuvent varier selon les coffrets : molecules natives purifiees, proteines recombinantes 
(avec ou sans modifications post-traductionnelles) ou encore des peptides pouvant etre a I'origine 
de differences importantes dans les resultats entre les techniques. La parfaite connaissance de la 
nature des antigenes utilises est indispensable a la bonne interpretation des resultats. 

La technique de western blot ne devrait plus etre utilisee car des antigenes differents ont des 
masses moleculaires tres proches. Elle est remplacee par les techniques d'immunodot 
(ou immunoline). 
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Fiche 4.4 


Objectifs de I'anaiyse et principales 
indications 

La detection et la quantification des anticorps 
anti-nucleosomes sont utiles en cas de suspicion 
de lupus erythemateux systemique, en presence 
d' anticorps antinucleaires d' aspect homogene sans 
anti-ADN double brin. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un examen de troisieme intention apres 
la recherche des AAN (cf. Fiche 4.1), des anti- 
ADN double brin (cf. Fiche 4.2) et des anti-ENA 
(cf. Fiche 4.3). 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Immunodot, ELISA, ALBIA. 

Type de methode 

Automatisable pour I'ELISA et I'ALBIA ; semi-automatisable pour I'immunodot. 

Type de mesure 

Qualitative : immunodot. 
Quantitative : ELISA, ALBIA. 

CIQ 

Malson ou commerciaux. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Les anticorps anti-nucleosomes sont rapportes chez environ 85 % des sujets atteints de lupus 
erythemateux systemique et chez 15 a 30 % des patients lupiques sans anti-ADN double brin. 

Causes d'erreur, limites du test 

II existe une interference possible avec les anticorps anti-ADN double brin et anti-histones. II y 
a des variations des resultats entre les differents coffrets commerciaux selon les techniques de 
preparation de I'antigene. 


Anticorps anti-nucleosomes 

Signification biologique du parametre 

Le nucleosome est constitue d'ADN double brin 
d'une longueur de 146 paires de bases enroule autour 
des histones H2A, H2B, H3 et H4, l'ensemble etant 
«ferme» par l'histone HI. Au cours du lupus erythe- 
mateux systemique, des anticorps anti-ADN double 
brin et des anticorps anti-histones peuvent avoir egale- 
ment unc reactivite anti-nucleosome. Des anticorps 
dits nucleosome-restreints reconnaissent des epitopes 
conformationnels du complexe H2A-H2B/ADN; 
leur concentration serait correlee a l'activite de la glo- 
merulonephrite lupique. 
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Fiche 4.5 

Anticorps anti-histones 

Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-histones reconnaissent des epi- 
topes exposes a la surface de la chromatine sur les 
extremities N-terminales des histones H2-B et H4 
et C-terminales des histones HI, H2-A et H3, 
constituants proteiques du nucleosome. Ils sont 
presents chez les patients atteints de lupus erythe- 
mateux systemique mais, le plus souvent, ces 
patients ont egalement des anticorps anti-ADNdb. 
De plus, ils peuvent etre presents au cours de 
lupus erythemateux systemiques induits par un 
medicament, de la polyarthrite rhumatoide et 
d'autres pathologies auto-immunes. Les anticorps 
anti-histones ont peu, voire pas, d'utilite car ils 


ont peu de specificite diagnostique, etant retrou- 
ves dans de nombreuses circonstances patholo- 
giques autres que les connectivites. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche des anticorps anti-histones a une 
bonne valeur predictive negative et est utile pour 
ecarter l'hypothese d'un lupus erythemateux sys- 
temique induit s'ils ne sont pas detectes. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Pas d'interet diagnostique documente. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au tacteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

ELISA, immunodot, ALBIA. 

Type de methode 

ELISA et ALBIA : automatisables. 
Immunodot : semi-automatisable. 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Presence a frequence variable selon les pathologies. Ils ont peu de specificite diagnostique y 
compris pour le lupus induit par un medicament. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particularites. 
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Fiche 4.6 

Autoanticorps associes a la sclerodermie systemique 
autres que les anti-centromere et anti-ADN- 
topoisomerase 1 (Sc 1 70) 


Signification biologique du parametre 

Differents autoanticorps antinucleaires plus rares 
que les anti-centromere et les anti-Scl70 (cf. Fiche 
4.3) ont ete identifies pour leur interet diagnos- 
tique au cours de la sclerodermie systemique. Les 
anti-ARN polymerase de type 3 (anti-RNAP3) 
donnent differents aspects de fluorescence sur cel- 
lules HEp-2, le plus souvent nucleaire mouchete. 
La presence d'anticorps anti-RNAP3 peut toute- 
fois s'observer en l'absence de fluorescence 
nucleaire sur cellules HEp-2. Les anti-fibrillarine 
(denommes aussi anti-l/RNP), les anti-Th/TO, 
les anti-NOR90, les anti-PM/Scl donnent un 
aspect nucleolaire sur cellules HEp-2. La fluores- 
cence nucleolaire associee est differente pour cha- 
cune de ces specificites. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Tous ces anticorps constituent des marqueurs dia- 
gnostiques, pour certains spedfiques, des formes 
systemiques de sclerodermie et sont associes a des 
formes cliniques particulieres de la maladie leur 
conferant une valeur pronostique. Les anticorps 
anti-RNAP3 et anti-fibrillarine sont associes aux 
formes cutanees diffuses, alors que les anticorps 


anti-Th/TO, anti-NOR90 et anti-PM/Scl sont 
associes aux formes cutanees Mini tees. Les anti- 
RNAP3 sont associes au risque d'atteinte renale, 
en particulier de crise renale sclerodermique. Les 
anti-fibrillarine et les anti-Th/TO sont particulie- 
rement associes a la fibrose pulmonaire. Les anti- 
PM/Scl sont principalement rencontres au cours 
des syndromes de chevauchement sclerodermie 
systemique/myosite. Les anti-NOR90 ne sont pas 
specifiques de la sclerodermie. La presence d'anti- 
corps anti-RNAP3, anti-fibrillarine et anti-Th/ 
TO est de mauvais pronostic. Le pronostic est 
ntoins sombre en presence d'anti-PM/Scl et anti- 
NOR90 mais il y a peu de donnees dans la littera- 
ture, parfois discordantes. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Les anti-RNAP3 peuvent etre recherches en pre- 
miere intention en cas de contexte clinique evoca- 
teur de sclerodermie systemique, quel que soit le 
resultat du depistage des anticorps antinucleaires, 
en raison de l'inconstance de la positivite et de 
l'aspect de ces derniers. Les autres autoanticorps 
sont recherches en seconde intention en presence 
d'anticorps antinucleolaires a titre significatif 
(> 1/640) dans un contexte clinique evocateur. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Immunodot, ELISA, FEIA. Les antigenes utilises sont le plus souvent des proteines recombinantes. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable pour I'ELISA. 

Manuelle ou semi-automatisable pour I'immunodot. 

Type de mesure 

ELISA et FEIA : quantitative (unites arbitraires). 
Immunodot, Ouchterlony, western blot : qualitative. 
La quantification n'est pas utile a la prise en charge. 

CIQ 

Maison 

EEQ 

Non 

Performances du test 

Ces anticorps ont une faible sensibilite diagnostique pour la sclerodermie systemique : 4 a 20 % 
pour les anti-RNAP3, 1 ,5 a 1 9 % pour les anti-fibrillarine, moins de 5 % pour les anti-Th/TO et 
anti-N0R90, 4 a 1 1 % pour les anti-PM/Scl. 

La sensibilite pour I'atteinte renale des anti-RNAP3 est d'environ 25 % et ils sont presents chez un 
tiers des patients ayant une atteinte renale. 

La specificite de la plupart de ces autoanticorps est superieure a 95 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les tests utilisant des proteines recombinantes doivent etre interprets en tenant compte des 
aspects d'immunofluorescence sur cellules HEp-2. 
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Synopsis III 


Prescription des marqueurs biologiques de la polyarthrite rhumatoide 


Arthralgies, arthrites 


Femme, > 45 ans 
Depuis plus de 3 mois 
Rythme inflammatoire 
Symetriques 
Petites articulations 
(chevllles, polgnets, mains, 
tarses, respect des 
interphalangiennesdistales) 


Diagnostic biologique 
de polyarthrite rhumatoide 


Exploration 
du syndrome 
inflammatoire 


ACR-EULAR 2010 

Un score > 6 points evoque une PR. 


Articulations atteintes 


articulation 


2 a 10 grosses articulations 
(symetriques ou non) 


1 a 3 petites articulations 


4 a 10 petites articulations 


>10 articulations (dont au moins une petite) 5 


Auto-anticorps (FR et ACPA) 


FR et ACPA negatifs 


FR et/ou ACPA positifs a taux faibles 
(1 a 3 x normale) 


FR et/ou ACPA positifs a taux eleves 
(> 3 x normale) 


Duree (devolution des synovites 


< seniames 6 
> seniames 6 


Marqueurs biologiques de I’inflammation 



VS et CRP normales 
VS et/ou CRP anormale 


Interpretation semi-quantitative 


FR et ACPA < Seuils* 



FR ou ACPA > 3 x Seuils* 


Seuils* < FR ou ACPA < 3 x Seuils* 


« 0 » point « 2 » points « 3 » points 

ACR-EULAR 2010 ACR-EULAR 2010 ACR-EULAR 2010 


Negatif 


Positif 


FR, facteurs rhumatoides ; ACPA, anticorps anti-peptides ou proteines citrulline(e)s. 

* Sont consideres les seuils des differentes trousses de dosage, quels que soient les fournisseurs. 
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Fiche 4.7 

Facteurs rhumatoides (FR) 

Signification biologique du parametre 

Les facteurs rhumatoides (FR) sont des autoanticorps 
anti-IgG, le plus souvent d'isotype IgM. Ils appa- 
raissent au cours de processus inflammatoires chro- 
niques quelle qu'en soit l'origine. On les rencontre au 
cours de la polyarthrite rhumatoide (PR), rnais aussi 
dans d'autres connectivites (syndrome de Gougerot- 
Sjogren, lupus erythemateux systemique) ou dans les 
vascularites a anticorps anti-cytoplasme des neutro- 
philes (ANCA). Enfin, ils apparaissent aussi au cours 
de divers processus inflammatoires non associes aux 
maladies auto-immunes (cancers ou infections) et 
merne chez des sujets sains : ils manquent done parti- 
culierement de specificite pour le diagnostic de la poly- 
arthrite rhumatoide. 

On decrit : 

• des FR diriges contre des IgG animales (lapin, 
particulierement, classiquement reveles par le test 
de Waaler- Rose, groupe 1 ) ; 

• des FR anti-IgG humaines (classiquement asso- 
cies au test « latex », groupe 2). 

Les FR anti-IgG humaines sont d'apparition pre- 
coce, constituant un test sensible, mais peu speci- 
fique. La presence de FR anti-IgG animales traduit 
une grande polyclonalite de la reponse immuni- 
taire avec une diversification de la specificite des 
anticorps. Elle est plus tardive et restreinte aux 
maladies les plus inflammatoires. Les tests biolo- 


giques recherchant les FR anti-IgG animales sont 
moins sensibles mais plus specifiques pour le dia- 
gnostic de la polyarthrite rhumatoide. Cependant, 
on peut detecter des FR anti-IgG animales au 
cours des vascularites a ANCA ou du syndrome de 
Gougerot- Sjogren. Un titre eleve de FR est decrit 
comme associe a une evolution plus agressive de la 
polyarthrite rhumatoide. Cette notion est reprise 
dans les criteres de l'ACR EULAR 2010. 

Objectifs de I'analyse et principales indications 

Le dosage des FR vise a preciser leur presence 
eventuelle et, le cas echeant, a apprecier leur titre : 
faible a modere ou eleve. 

La principale indication s'inscrit dans le diagnostic 
de la polyarthrite rhumatoide, meme si de nom- 
breuses circonstances inflammatoires et auto- 
immunes autres que la polyarthrite rhumatoide 
s'associent a la presence de FR. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Dans le cadre du diagnostic biologique de la poly- 
arthrite rhumatoide, la recherche des FR est pres- 
crite en premiere ligne en combinaison avec celle 
des anticorps anti-peptides cycliques ou proteines 
citrullines (ACPA, pour Anticitrullinated Protein 
Antibodies , cf. Fiche 4.8). 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les preievements 
citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations particu- 
lieres de prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les methodes d'agglutination font appel aux proprietes agglutinantes des IgM anti-IgG. Ces 
IgG sont d'origine humaine ou animale dans les tests 1 atex/Waal e r- Rose , de turbidimetrie ou de 
nephelemetrie. 

Les tests ELISA et derives (FEIA, ALBIA) detectent les FR agglutinants ou non. Les IgG cibles sont 
la encore d'origine humaine ou animale. Quelle que soit I'origine de la cible antigenique, ces 
methodes de dosage sont largement plus sensibles que les methodes par agglutination. 

II est possible de rechercher les FR d'isotypes differents des IgM. En pratique courante, I'interet 
des IgA ou IgG (FR « legers ») a activite FR est discute. 

Type de methode 

Manuelles : 1 atex/Waal e r- Rose . 

Automatisees : turbidimetrie, nephelemetrie, fluorimetrie en flux (ALBIA). 
Automatisable : ELISA. 

Type de mesure 

Quantitative (etalonnage international). Integration du resultat quantitatif pour I'estimation du 
risque de polyarthrite rhumatoi'de (cf. Synopsis III). 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances des tests 

Les methodes de dosage des FR anti-IgG humaines sont decrites comme sensibles mais manquent 
de specificite. Les methodes de dosage des FR anti-IgG de lapin sont decrites comme specifiques 
mais manquent de sensibilite. 

Un college d'experts reunis par I 1 HAS en 2006 preconise I'abandon des tests latex/Waaler-Rose. 
Les performances des differentes trousses sont inegales. 

Causes d'erreur, limites du test 

Interference des cryoglobulines, manque de specificite. 
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Fiche 4.8 

Anticorps anti-peptides ou proteines citrullines (ACPA) 


Signification biologique du parametre 

La citrullination est un mecanisme physiologique 
lie a la transformation de 1' arginine en citrulline 
par la peptidyl-arginine desaminase. Cette trans- 
formation ntoleculaire est observee au cours de 
differentes circonstances contme l'apoptose mais 
aussi 1' inflammation (notamment au cours de la 
NETose, une forme particuliere de mort 
cellulaire). 

La signification physiopathologique de l'appari- 
tion des anticorps anti- peptides ou proteines 
citrullines (ACPA, Anti-Citrullinated Protein 
Antibodies ) reste mal comprise. Elle semble tou- 
tefois dependante de deux facteurs : l'intoxica- 
tion tabagique et la presence de groupes HLA a 
risque pour le developpement de la polyarthrite 
rhumatoide (PR) (HLA-DRB*04 : 01, HLA- 
DRB*04 : 04 et HLA-DRB*04 : 05..., cf. 
Synopsis XIX). 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les ACPA regroupent les anticorps anti-peptides 
cycliques citrullines (CCP, Cyclic Citrullinated 
Peptides) et les anticorps anti-vimentine mutee et 
citrullinee (MCV). Ce sont des marqueurs biolo- 
giques tres specifiques de la PR. Leur presence est 
associee au risque erosif. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Dans le cadre du diagnostic biologique de la PR, 
les ACPA sont presents en en premiere ligne et en 
combinaison avec les facteurs rhumatoides (FR) 
(cf. Fiche 4.7). Ils constituent les marqueurs dia- 
gnostiques les plus performants pour la PR. 

Un titre eleve d'ACPA est deceit: comme associe a 
une evolution plus agressive et cette notion est reprise 
dans les nouveaux criteres de 1ACREULAR2010. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

La dilution du serum realisee au cours de la technique minimise I'impact de serums 
hyperlipemiques ou fortement hemolyses qui peuvent etre utilises. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Immunodosages a reactifs marques ELISA ou FEIA, ALBIA. On distingue les trousses dosant les 
anticorps anti-CCP dits de seconde et troisieme generation et les trousses dosant les anticorps 
anti-MCV. 

Type de methode 

Automatisee (automate dedie) pour FEIA et ALBIA. 
Manuelle et automatisable pour I'ELISA. 

Type de mesure 

Quantitative (unites arbitraires). Integration du resultat quantifie pour I'estimation du risque de PR 
(cf. Synopsis III). 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances 

Les performances des trousses dosant les anti-CCP (2 ou 3) et anti-MCV sont globalement 
equivalentes. En pratique courante et selon I'experience de I'utilisateur, il sera realise le dosage 
des anti-CCP ou des anti-MCV. 

Dans un souci d'economie de la sante, il ne semble pas pertinent de combiner systematiquement 
les deux tests. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particularite. 
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Synopsis IV 


Prescription des marqueurs associes aux vascularites et pathologies 
renales auto-immunes 


Suspicion de maladie 
inflammatoire chronique 
de I’intestin (MICI) 

s 

Alteration de I’etat general 
Diarrhee, rectorragies 

Syndrome inflammatoire 
V __ / 


Suspicion 

de cholangite sclerosante 
primitive (CSP) 

/ \ 

Ictere, cholestase 
Insuffisance hepatocellulaire 


/ 




MPA, micropolyangeite ; GEPA, granulomatose a eosinophiles avec polyangeite (anciennement Churg et Strauss) ; 
GPA, granulomatose avec polyangeite (anciennement maladie de Wegener) ; ANA, anticorps antinucleaires ; 
P-ANCA, fluorescence perinucleaire des ANCA ; C-ANCA, fluorescence cytoplasmique des ANCA. 


PNN fixes par le 
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Fiche 4.9 

Anticorps anti-cytoplasme des polynucleaires 
neutrophiles (ANCA) 


Signification biologique du parametre 

Les autoanticorps anti-cytoplasme des polynu- 
cleaires neutrophiles (ANCA, pour Anti-Neutro- 
phil Cytoplasmic Antibodies ) sont diriges 
principalement contre des enzymes intragranu- 
laires : la myeloperoxydase (MPO) et la protei- 
nase 3 (PR3). Les aspects de fluorescence observes 
sur les polynucleaires neutrophiles (PNN) fixes par 
l'ethanol permettent de distinguer les C-ANCA 
(fluorescence cytoplasmique) et les P-ANCA 
(fluorescence perinucleaire). 

Les ANCA sont observes au cours des vascularites 
et glomerulonephrites. 

L'utilisation de PNN humains permet egalement 
de reveler d'autres d'anticorps dormant une fluo- 
rescence nucleaire, de cible non encore identifiee, 
mais specifiques de ces cellules. Ces anticorps sont 
associes aux maladies inflammatoires chroniques 
de l'intestin (MICI), aux cholangites sclerosantes 
primitives et a certaines hepatopathies. L'appella- 
tion P-ANCA «atypiques» n'est done pas totale- 
ment appropriee meme si elk a ete retenue par le 
college d'experts. II a ete propose de les denom- 
mer NANA pour Nucleus-Associated Neutrophil 
Antibodies. On park aussi d'X-ANCA. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

A titre eleve et avec une specificite identifiee anti- 
PR3 ou anti-MPO, les ANCA sont de bons mar- 
queurs diagnostiques et evolutifs des vascularites 
necrosantes primitives. Les C-ANCA de specifi- 
cite anti-PR3 sont le plus souvent associes a la 
granulomatose avec polyangeite (GPA, ancienne- 
ment maladie de Wegener), les P-ANCA de spe- 
cificite anti-MPO a la micropolyangeite (MPA) et 
a la granulomatose eosinophile avec polyangeite 
(GEPA, anciennement syndrome de Churg et 
Strauss). 


On decrit trois principales indications de recherche 
des ANCA. La premiere est un diagnostic d'ur- 
gence pour revaluation de la mise en jeu du pro- 
nostic vital par hemorragie intra-alveolaire 
massive. La seconde est revaluation du pronostic 
fonctionnel d'une glomerulonephrite rapidement 
progressive. La troisieme est le bilan diagnostique 
de manifestations cliniques evoquant une vascula- 
rite necrosante primitive (alteration de l'etat gene- 
ral, manifestations renales, articulaires, sinusiennes, 
pulmonaires, cutanees...). Les cliniciens ont 1' ha- 
bitude de suivre les titres des ANCA, bien que leur 
decroissance voire leur disparition ne soit pas asso- 
ciee a l'absence de risque de recidive. 

La recherche d'ANCA s'inscrit egalement dans le 
cadre du diagnostic des MICI. Associes a la 
recherche des anticorps anti-Saccharomyces cerivi- 
siae (ASCA, cf. Fiche 5.11), ils peuvent orienter le 
diagnostic des colites inclassees. La rectocolite 
hemorragique (RCH) s'associe a la presence de 
P-ANCA atypiques et a l'absence d'ASCA. La 
maladie de Crohn s'associe a la presence d'ASCA 
le plus souvent en l'absence de P-ANCA 
atypiques. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche d'ANCA s'inscrit en premiere inten- 
tion dans le cadre de la prise en charge des vascu- 
larites et des glomerulonephrites. La prescription 
des ANCA dans le cadre des MICI ne s'inscrit 
qu'en seconde intention, quand les donnees histo- 
logiques ne permettent pas de trancher entre 
maladie de Crohn et RCH. 

L'lFI est l'examen de premiere intention obliga- 
toire. En cas de positivite de ce test de depistage, 
la recherche des deux specificites de pertinence 
clinique pour les vascularites necrosantes primi- 
tives (anti-PR3 et anti-MPO) doit obligatoire- 
ment etre faite. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 

Eviter une decantation retardee pour limiter I'activation des polynucleaires neutrophiles qui risque 

qualite du prelevement 

de conduire a une adsorption des ANCA. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

La detection des ANCA fait appel a une combinaison de tests d'immunofluorescence indirecte (IFI) 
et de tests en phase solide. 

L'lFI est realisee sur PNN humains fixes a I'ethanol, qui permet d'observer les trois aspects de 
fluorescence : cytoplasmique (C-ANCA), perinucleaire (P-ANCA) et atypique. L'utilisation d'autres 
fixateurs (formol et methanol) permet de distinguer notamment les P-ANCA de specificite anti-MPO 
(cytoplasmiques apres fixation au formol) des anticorps antinucleaires, ou d'orienter vers la 
presence de NANA (persistance apres fixation au methanol). II peut etre utile d'eliminer la presence 
d'anticorps antinucleaires sur cellules HEp-2 (cf. Fiche 4.1). 

La specificite des ANCA est identifiee par des tests ELISA, d'immunodot, de chimioluminescence 
(CLIA) et ALBIA. Seule la recherche d'ANCA d'isotype IgG peut etre realisee avec les coffrets 
commerciaux. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable pour IFI, ELISA, ALBIA, dots. 
Automatisee pour FEIA et CLIA. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables pour I'lFI et I'immunodot. 
Quantitative pour les methodes ELISA et ALBIA. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Specificite : superieure a 95 % quand IFI et tests en phase solide sont associes. 
Sensibilite : elle varie selon les pathologies et les types d'anticorps : 

- GPA (Wegener) : C-ANCA PR3 : 65 %/P-ANCA MPO : 25 % ; 

- GEPA (Churg et Strauss) : P-ANCA MPO : 60 %/C-ANCA PR3 : 10 % ; 

- MPA : P-ANCA MPO : 58 %/C-ANCA PR3 : 26 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

On observe des ANCA a titre faible, parfois de specificite anti-MPO, mais le plus souvent diriges 
contre des antigenes mineurs (elastase, cathepsine, azurocidine, Bactericidal Permeability 
Increasing Factor ou BPI) ou de specificite indeterminee, dans un eventail large de maladies a 
composante inflammatoire chronique, avec ou sans signe de vascularite. 

Certains coffrets revelent des anticorps anti-PR3 dans le cadre de RCH, alors que I'aspect de 
fluorescence sur PNN evoque des P-ANCA atypiques (NANA). 

II existe des interferences avec les anticorps ciblant des antigenes cytoplasmiques (ribosomes, 
actine. . .), ainsi qu'en cas d'hypergammaglobulinemie. 

Des faux positifs sont decrits avec les tests en phase solide pour les anticorps anti-MPO lies a la 
presence de complexes ADN/anti-ADN. 

II existe des differences de sensibilite et de specificite entre les tests ELISA, dependant de 
l'utilisation de proteine PR3 native ou recombinante. (.'Interpretation des resultats est delicate 
lorsque plusieurs specificites sont identifies en meme temps. Elle depend dans tous les cas de 
I'expertise du lecteur. 

II faut souligner le manque de standardisation inter-essais et preconiser le suivi dans le meme 
laboratoire. 
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Fiche 4.10 

Anticorps anti-membrane basale glomerulaire (anti-MBG) 


Signification biologique du parametre 

Les autoanticorps anti-membrane basale glomeru- 
laire (anti-MBG) sont diriges contre un epitope situe 
sur le premier domaine non collagene de la chaine 
alpha 3 du collagene de type IV [NCla3(IV)]. Ces 
anticorps sont responsables d'une glomerulonephrite 
rapidement progressive qui peut mettre en jeu le pro- 
nostic fonctionnel renal. II peut s'y associer une 
hemorragie intra-alveolaire realisant le tableau de 
syndrome pneumo-renal, communement appele syn- 
drome de Goodpasture, qui peut mettre en jeu le 
pronostic vital. La mise en route du traitement 
depend de la rapidite du diagnostic et il s'agit done 
d'un examen d'urgence. Dans pres d'un tiers des cas, 
les patients avec anticorps anti-MBG ont aussi des 
ANCA, ce qui justifie la recherche simultanee de ces 
deux autoanticorps. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le depistage et la quantification des anticorps 
anti-MBG visent a poser le diagnostic et evaluer le 


pronostic fonctionnel en cas de glomerulonephrite 
rapidement progressive. En raison de leur forte 
valeur predictive positive, la recherche des anti- 
corps anti-MBG est particulierement recontman- 
dee devant toute insuffisance renale avec 
microhematurie d'origine indeterminee et d' evo- 
lution rapide. C'est egalement un element du 
bilan diagnostique de manifestations cliniques 
evoquant un syndrome pneumo-renal. A noter 
que les cliniciens ont 1' habitude de suivre les titres 
des anticorps anti-MBG, bien que leur decrois- 
sance voire leur disparition n' exclue pas un risque 
de recidive. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche des anti-MBG est un examen de pre- 
miere intention a caractere d'urgence. II est utile 
de confronter les resultats a ceux de 1' examen ana- 
tomopathologique de la ponction-biopsie renale 
quand elle a pu etre realisee. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les preievements 
citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

L'lFI sur coupe de rein de primate superieur est la methode de reference, mais la lecture des lames 
necessite une expertise. Des anticorps de titre faible peuvent ne pas etre correctement identifies 
par ITFI et il est done souhaitable d'effectuer egalement une recherche en phase solide (ELISA, 

FEIA, ALBIA, CLIA, immunodot), notamment en urgence. Certains tests en phase solide associent 
les specificites MBG, PR3 et MPO. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable pour IFI, ELISA, ALBIA, dots. 
Automatise pour FEIA, CLIA. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables pour ITFI et I'immunodot. 
Quantitative pour ELISA, FEIA, ALBIA et CLIA. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

La specificite des anticorps anti-MBG est excellente, a 99,7 % et ils ont une forte valeur predictive 
positive (87,2 %). 

Causes d'erreur, limites du test 

L'lFI manque de sensibilite pour les anticorps de titre faible. Les differences de sensibilites et 
de specificites entre les tests en phase solide dependent de ('utilisation de proteine native ou 
recombinante. II existe une phase seronegative en debut de maladie (anticorps fixes dans le rein) 
justifiant la repetition du test. 
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Fiche 4.1 1 

Anticorps anti-recepteur de la phospholipase A2 
(anti-PLA2-R) 


Signification biologique du parametre 

Les autoanticorps diriges contre le recepteur de la 
phospholipase A2 (anti-PLA2-R), decrits en 
2009, reconnaissent un antigene membranaire 
ubiquitaire notamment present sur les podocytes. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les anti-PLA2-R presentent une excellente valeur 
diagnostique dans la glomerulonephrite extramem- 
braneuse idiopathique (GEMi). Ils sont absents 
dans les GEM secondaires et dans les autres nephro- 
pathies proteinuriques. II existe une correlation 
entre le titre de ces anticorps, une maladie clinique- 
ment active avec proteinurie et hypoalbuminemie, 
et la reponse aux traitements inimunosuppresseurs. 


Chez les transplants renaux, la presence d' anti- 
corps anti-PLA2-R pourrait etre un facteur de 
risque de reddive de la maladie. Ces anticorps sont 
absents dans les GEM de novo. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche d'anticorps anti-PLA2-R est un exa- 
men de premiere intention qui permet d'affirmer 
le caractere idiopatliique d'une GEM et de suivre 
l'activite de la maladie. Le taux des anticorps per- 
met de predire la reponse au traitement immuno- 
suppresseur. Chez les patients en remission 
clinique, les anticorps anti-PLA2-R disparaissent 
avant la proteinurie et reapparaissent en cas de 
recidive. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptlonnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

L'lFI sur cellules renales embryonnaires humaines (HEK293) transferees par le gene du PLA2-R 
et cellules temoins de transfection est la technique disponible pour le depistage et le titrage dans 
les laboratoires specialises. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables (titration). 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Les sensibilites et specificites cliniques rapportees dans le diagnostic de la GEMi respectivement 
de 50-80 % et 90-100 %. Chez les patients traites pour une GEMi et presentant une proteinurie 
< 3 g/24 heures la prevalence du marqueur est faible (1 5 %). Apres transplantation renale, la 
prevalence des anticorps anti-PLA2-R est de 50 % en cas de recidive de la maladie versus 0 % en 
I'absence de recidive. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particularites. 


Chapitre 4. Exploration des maladies systemiques 


47 








48 


Exploration de I'auto-immunite 


Fiche 4.12 

Anticorps anti-phospholipides de type cardiolipine (ACL) 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-phospholipides (APL) sont diri- 
ges contre differentes molecules dont la plus perti- 
nente est la cardiolipine (ACL), couplee au cofacteur 
beta 2 glycoproteine 1 (B2GP1) (cf. Fiche 4.13). II 
existe egalement des anticorps diriges contre la 
phosphatidylserine, la phophorylcholine, le pho- 
phatidylinostol, la phosphatidylethanolamine. Les 
ACL sont caracteristiques du syndrome des anti- 
phospholipides (SAPL) et sont presents chez 85 % 
des patients. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le depistage et la quantification des ACL sont 
proposes dans le cadre du bilan de thrombophilie 
et de fausses couches a repetition. Un resultat 
positif a deux reprises a 12 semaines d'intervalle 
est considere comme un marqueur biologique de 
SAPL. En phase diagnostique, ce dosage permet 
1'evaluation du risque de thrombose chez un sujet 


a risque (connectivite, lupus erythemateux syste- 
mique) et le bilan de manifestations cliniques evo- 
quant un SAPL (thrombose de site ectopique, 
sujet jeune, recidivante. . . ; manifestations obstetri- 
cales). En phase de suivi, les cliniciens peuvent 
avoir 1 'habitude de suivre les titres des APL, bien 
que leur decroissance voire leur disparition n'eli- 
mine pas le risque de recidive de thrombose. 

On rappellera que les criteres de Sapporo sont des 
criteres de classification et non des criteres 
diagnostiques. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le dosage des IgG ACL est propose en premiere 
intention. L'interet du dosage des IgM ACL est 
discute du fait du manque de specificite de ce 
parametre qui peut etre propose en seconde inten- 
tion. II n'est plus necessaire de rechercher une 
serologie syphilitique dissociee (VDRL) car ce test 
est redondant et peu specifique. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les preievements 
citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Recherche d'lgG (± IgM/lgA) en ELISA, ALBIA, FEIA, immunodot. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable pour ELISA et immunodot. 
Automatisee pour FEIA et ALBIA. 

Type de mesure 

Quantitative ou qualitative a donnees quantifiables pour I'immunodot. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

La specificite et la sensibilite de la recherche des ACL dependent des coffrets. Certains proposent 
des melanges de phospholipides mais ils manquent de specificite pour le diagnostic du SAPL. 

Les IgG ACL de titres eleves ont une bonne specificite, superieure a celle des IgG ACL de titres 
faibles. La presence conjointe dACL et d'anticorps anti-B2GP1 augmente la valeur diagnostique 
pour le SAPL. Tout resultat positif d'ACL justifie done d'un dosage d'anticorps anti-B2GP1 . 
L'interet de la recherche des IgM et IgA ACL est discute. La specificite des IgM ACL est toutefois 
meilleureque celle des APL. 

Causes d'erreur, limites du test 

En raison du manque de standardisation inter-essais, il est recommande de realiser le second 
dosage dans le meme laboratoire. 

En phase diagnostique (sujets non traites), les taux inferieurs a 2 ou 3 fois le seuil fournisseur 
peuvent etre lies a une interference : infections (VIH . . .) ou prise medicamenteuse. Sous traitement 
hypocoagulant, les titres des anticorps peuvent baisser et meme passer sous le seuil de detection. 
Enfin, il existe de veritables SAPL sans marqueurs serologiques classiques (cf. Fiche 4.14). 
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Fiche 4.13 

Anticorps anti-beta 2-glycoproteine 1 (B2GP1) 


Signification biologique du parametre 

La beta 2-glycoproteine 1 (B2GP1, ou apolipo- 
proteine H) est une proteine circulante aux pro- 
prietes hypocoagulantes. Elle s'associe aux 
phospholipides et, dans cette conformation, peut 
devenir la cible d' autoanticorps. La presence d'an- 
ticorps anti-B2GPl est jugee comme augmentant 
le risque thrombogene chez un individu presen- 
tant des anticorps anti-phospholipides de type car- 
diolipine (ACL). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le depistage et la quantification des anti-B2GPl 
s'inscrivent dans le bilan de thrombophilie et de 
fausses couches a repetition. Un resultat positif a 
deux reprises a 12 semaines d'intervalle est consi- 
dere comme un marqueur biologique de SAPL. 
Toutefois, le dosage des anti-B2GPl ne doit pas 
etre propose seul car il est moins sensible que celui 


des ACL. En phase diagnostique, ce dosage per- 
met revaluation du risque de thrombose chez un 
sujet a risque (connectivite, lupus erythemateux 
systemique) et le bilan de manifestations cliniques 
evoquant un SAPL (thrombose de site ectopique, 
recidivante, sujet jeune. . ., manifestations obstetri- 
cales). En phase de suivi, les cliniciens peuvent 
avoir 1 'habitude de suivre les titres des APL, bien 
que leur decroissance voire leur disparition n'eli- 
mine pas le risque de recidive de thrombose. 

On rappellera que les criteres de Sapporo sont des 
criteres de classification et non des criteres 
diagnostiques. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le dosage des anticorps anti-B2GPl peut etre 
propose en premiere intention associe a celui des 
ACL dans un contexte clinique de SAPL, ou en 
seconde intention en cas de positivite des ACL 
(cf. Fiche 4.12). 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les preievements 
citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Recherche d'lgG et IgM (± IgA) en ELISA, ALBIA, FEIA, immunodot. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable pour I'ELISA et I'immunodot. 
Automatisee pour FEIA et ALBIA. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances 

Le dosage des anti-B2GP1 est moins sensible que le dosage des ACL. La presence conjointe 
d'ACL et d'anticorps anti-B2GP1 augmente la valeur diagnostique pour le SAPL. II existe des tests 
identifiant separement les isoytpes IgG, les IgM (voire les IgA) anti-B2GP1 et des tests dits de 
« depistage » (recherchant simultanement la presence d'un de ces trois isotypes ou de plusieurs 
d'entre eux de fagon simultanee). IgG et IgM anti-B2GP1 auraient les memes valeurs 
diagnostiques. L'interet des IgA anti-B2GP1 n'est pas definitivement etabli. 

Causes d'erreur, limites du test 

En raison du manque de standardisation inter-essais, il est recommande de realiser le second 
dosage dans le meme laboratoire. En phase diagnostique (sujets non traites), les taux inferieurs 
a 2 ou 3 fois le seuil fournisseur peuvent etre lies a une interference : infections (VIH . . .) ou prise 
medicamenteuse. Sous traitement hypocoagulant, les titres des anticorps peuvent baisser et meme 
passer sous le seuil de detection. 

Enfin, il existe de veritables SAPL sans marqueurs serologiques classiques (cf. Fiche 4.14). 
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Fiche 4.14 

Anticorps anti-mitochondries de type 5 (M5) 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-mitochondries de type 5 (M5) 
sont associes au syndrome des anti-phospholi- 
pides. Leur cible n'est pas precisement identifiee. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

II est rapporte que 15 a 20 % des SAPL cliniques 
restentmuetssurleplan biologique. L'identification 
d' anticorps anti-mitochondries de type 5 peut 
conduire au diagnostic de SAPL seronegatif. 


Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La detection d'anticorps anti-mitochondries de 
type 5 s'inscrit en troisieme intention quand le 
contexte clinique evoque un SAPL sans marqueur 
biologique. Bien que rares, leur grande specificite 
pour le SAPL justifie leur recherche. En pratique 
courante peu de laboratoires effectuent l'identifica- 
tion de cette specificite. 

Les anticorps anti-M5 sont le plus souvent decou- 
verts fortuitement lors de la recherche d'autres 
autoanticorps en IFI sur triple substrat. On peut lui 
preferer la recherche d'anticorps anti-phosphatidy- 
lethanolamine ou phosphatidyl-serine (cf. Fiche 
4.15), meme si le nombre de centres recherchant 
ces specificites reste la aussi limite. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les anticorps anti-M5 sont reveles par immunofluorescence indirecte sur triple substrat (estomac, 
rein et foie) de rat ou de souris. 

Type de methode 

Manuelle semi-automatisable. 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Aucune donnee recente n'est publiee sur la recherche de ces anticorps tres rares. La technique 
manque de sensibilite mais a une grande specificite. Son interet reside dans la decouverte fortuite 
de cette specificite lors de la lecture du triple substrat. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particularite. 
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Fiche 4.15 

Anticorps anti-phospholipides autres que les anticorps 
anti-cardiolipine 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-phospholipides (APL) sont diri- 
ges contre differences molecules dont la plus perti- 
nente est la cardiolipine (ACL) (cf. Fiche 4.12). II 
existe egalement des anticorps diriges contre la 
phosphatidylserine, la phophorylcholine, le pho- 
phatidylinostol, la phosphatidylethanolamine au 
cours du SAPL. Leur recherche peut etre interes- 
sante en P absence de marqueurs conventionnels 
alors que le contexte clinique est evocateur (on 
park de SNAPS, pour Seronegative Antiphospholi- 
pid Syndrome). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le depistage et la quantification des APL sont 
proposes dans le cadre du bilan de thrombophilie 
et de tausses couches a repetition quand les ACL 


et anti-B2GPl sont negatifs. Un resultat positif a 
deux reprises a 12 semaines d'intervalle est consi- 
dere comme un marqueur biologique de SAPL 
(thrombose de site ectopique, recidivante, sujet 
jeune..., manifestations obstetricales). En phase 
de suivi, la decroissance voire la disparition n'eli- 
mine pas le risque de reddive de thrombose. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'expioration 

Ces tests ne s'inscrivent qu'en troisieme intention , 
devant des resultats negatifs d'IgG et IgM anti- 
cardiolipine et anti-B2GPl mais egalement anti- 
coagulant circulant (anti-coagulant lupique ou 
anti-prothrombinase) dans un contexte clinique 
evocateur de SAPL. La recherche d'IgM anti- 
phosphatidylethanolamine peut etre particuliere- 
ment recommandee dans le cadre des SAPL 
obstetricaux. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

ELISA (maison ou commerciaux), immunodots. 

Type de methode 

Manuelles ou automatisables. 

Type de mesure 

Quantitative ou qualitative a donnees quantifiables pour I'immunodot. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Dans la litterature, environ 20 % des patients presentant un SAPL clinique sans marqueur 
conventionnel (ACL et/ou anti-B2GP1) auraient des anticorps anti-phospholipides non ACL. 
Les performances des coffrets commerciaux restent a evaluer. 

Causes d'erreur, limites du test 

Manque de standardisation inter-essais : preconiser le second dosage dans le meme laboratoire. 
La presence d'APE dans le lupus erythemateux systemique (environ 70 % des patients) est sans 
correlation avec le risque de thrombose. 
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Fiche 4.16 

Anticorps anti-annexine V (IgG et IgM) 


Signification biologique du parametre 

L'annexine V est une proteine calcium-dependante 
qui a une forte affinite pour les phospholipides 
anioniques. In vitro, c'est un puissant anticoagu- 
lant. La presence d'anticorps anti-annexine V a ete 
decrite comme un facteur de risque de thrombose. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le depistage et la quantification des anticorps anti- 
annexine V sont proposes dans le cadre du bilan de 
thrombophilie et de tausses couches a repetition. Un 
resultat positif a deux reprises a 12 semaines d'inter- 
valle est considere comme un marqueur biologique 


de SAPL (thrombose de site ectopique, recidivante, 
sujet jeune. . . , manifestations obstetricales). 


Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce test ne s'inscrit qu'en troisieme intention, 
devant des resultats negatifs d'anticorps anti- 
cardiolipine et anti-B2GPl (voire anti-APE ou 
APS) (cf. Fiches 4.12 a 4.15) dans un contexte 
clinique pourtant evocateur de SAPL obstetrical. 
II taut noter que peu de societes commerciales 
proposent des coffrets de reactifs. Certains labora- 
toires universitaires proposent des tests maison. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour ies prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Test ELISA. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Quantitative. En raison du manque de standardisation inter-essais, preconiser le second dosage 
dans le meme laboratoire. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Dix a 20 % des patients presentant un SAPL clinique sans marqueur conventionnel (ACL et/ou 
anti-B2GP1) presenteraient des anticorps anti-annexine V. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particularite. Tres peu de laboratoires realisent ce dosage. II est a reserver a des centres 
experts dans la prise en charge du syndrome des anti-phospholipides. 
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Fiche 5.1 

Anticorps antinucleaires associes aux hepatopathies 
auto-immunes 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps antinucleaires (ANA) ont ete inclus 
dans les criteres diagnostiques adoptes par le 
Groupe international des hepatites auto-immunes 
(HAI) en 1999 et en 2008. La presence de ces 
anti corps, souvent associes aux anticorps anti- 
muscle lisse, est a l'origine de la classification des 
HAI, les ANA etant un marqueur diagnostique 
des HAI de type 1 (HAI-1). 

Dans la cirrhose biliaire primitive (CBP), diffe- 
rents ANA ont ete identifies pour leur interet dia- 
gnostique, les anti-gp210 qui donnent en 
immunofluorescence indirecte un aspect de type 
« membrane nucleaire* et les anti-SplOO et anti- 
PML ( Promyelocytic Leukemia ) qui donnent un 
aspect de type « mouchete a grains nucleaires mul- 
tiples » (ponctuations nucleaires a plus de six 
grains, ou multiple nuclear dots ou nuclear bodies). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les ANA sont presents dans plus de 70 % des 
HAI-1, isoles chez 15 % des patients et associes 
aux anticorps anti-muscle lisse chez 60 % d'entre 
eux, mais sont peu specifiques. Leurs cibles antige- 
niques sont nombreuses et mal caracterisees. Les 
anticorps les plus interessants sont les anti-ADN 
double brin (ADNdb) (cf. Fiche 4.2), presents 
dans 25 % des HAI-1 avec ANA et dans 30 a 60 % 
des formes mixtes (CBP/HAI). L'association 


anticorps anti-mitochondries de type 2 (AMA-2) 
et anti-ADNdb semble specifique de ces formes 
mixtes. La CBP est associee chez 95 % des patients 
a la presence d'anticorps AMA-2. Certains anti- 
corps antinucleaires ont cependant leur place dans 
le bilan diagnostique des CBP : 

• les anti-gp210 qui reconnaissent une proteine 
du pore de la membrane nucleaire sont un mar- 
queur diagnostique et pronostique de la CBP; ils 
sont en effet associes a des formes evoluant plus 
volontiers vers l'insuffisance hepatocellulaire ; 

• les anti-SplOO et anti-PML reconnaissent une 
proteine des nuclear bodies , ou PML bodies , et sont 
un marqueur diagnostique de la CBP mais non 
specifique car decrit au cours d'autres maladies 
auto-immunes. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ces specificites sont recherchees en seconde inten- 
tion, apres 1' immunofluorescence sur HEp-2 
(cf. Fiche 4.1) ou triple substrat (cf. Fiche 5.2) et 
devant un aspect evocateur. Les anticorps anti- 
gp210 et les anti-SplOO sont recherches en cas de 
suspicion de CBP, en particulier si la recherche des 
AMA-2 est negative (cf. Fiche 4.2), et en cas 
d'ANA positifs donnant un aspect evocateur. Les 
anticorps anti-ADNdb sont recherches en cas de 
suspicion d'HAI avec ANA donnant une fluores- 
cence homogene (cf. Fiches 4.2 et 4.3). 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

La dilution du serum realisee au cours de la technique minimise I'impact de serums 
hyperlipemiques ou fortement hemolyses qui peuvent etre utilises. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Immunofluorescence indirecte (IFI) pour les ANA sur HEp-2 ou sur triple substrat, ELISA, 
immunodots/immunolines. Les antigenes utilises sont le plus souvent des proteines recombinantes 
pour ces deux dernieres techniques. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisable pour I'lFI et Limmunodot. 
Manuelle ou automatisable pour I'ELISA. 

Type de mesure 

IFI : qualitative avec titration. 
ELISA : quantitative. 
Immunodot : qualitative. 

CIQ 

Maison (anti-gp21 0 et SplOO); commercial (anti-ADNdb). 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Valeur diagnostique pour la CBP des anti-gp21 0 (sensibilite 9,4 a 41 ,2 %) retrouves dans 1 5 a 
47 % des CBP sans anti-mitochondries. La specificite est excellente (> 96 %). 

Pour la CBP, les anti-SpI 00 ont une sensibilite de 13 a 44 %, mais specificite moins bonne que 
celle des anti-gp21 0. 

Valeur diagnostique pour les formes mixtes des anti-ADNdb associes aux AMA-2. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particularite. 
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Fiche 5.2 

Anticorps anti-mitochondries, anti-LKMI, anti-cytosol, 
anti-muscle lisse et anti-F-actine 


Signification biologique du parametre 

Les autoanticorps anti-mitochondries de type 2 (ou 
AMA-2), anti -reticulum endoplasmique (ou anti- 
LKM, Liver Kidney Microsomes), anti-cytosol hepa- 
tique (ou anti-LCl), anti-muscle lisse constituent 
des marqueurs essentiels pour le diagnostic des 
hepatopathies auto-immunes que sont la cirrhose 
biliaire primitive (CBP) , les hepatites auto-immunes 
de type 1 et 2 (HAI-l, HAI-2) et les formes mixtes 
(i overlap syndrome CBP/HAI). Si ces autoanticorps 
sont partie integrante des criteres diagnostiques de 
ces maladies, leur role exact dans la pathogenie 
reste a definir puisque l'hypothese d'une cytotoxi- 
cite a mediation cellulaire est generalement adrnise. 
Les AMA-2 reconnaissent un ensemble de mole- 
cules appartenant a la famille des 2-oxo-acide des- 
hydrogenases, proteines localisees sur la membrane 
interne de la mitochondrie. La proteine E2 du 
complexe de la pyruvate deshydrogenase constitue 
1' autoantigene predominant. Les anticorps anti- 
LKMI reconnaissent le cytochrome P450 2D6 
(CYP2D6), enzyme de detoxification qui inter- 
vient dans le metabolisme de nombreux medica- 
ments. Les anticorps anti-LCl reconnaissent une 
enzyme du metabolisme de l'histidine, la formimi- 
notransferase cyclodesaminase. 

D'un point de vue pratique, la presence de ces 
autoanticorps ne signifie pas ncccssaircmcnt l'exis- 
tence d'une hepatopadiie auto-immune. Ils peuvent 
egalement s'observer dans des patliologies hepatiques 
non auto-immunes, telles que les hepatites medica- 
menteuses, les hepatites virales (notamment l'hepatite 
C) ou lors d'un rejet d'allogreffe hepatique. 

Les anticorps antinucleaires associes aux hepato- 
pathies auto-immunes font l'objet le la Fiche 5.1. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les AMA-2 restent le meilleur marqueur de la CBP. 
Ils permettent le diagnostic differentiel entre CBP et 


autres cholestases intra-hepatiques, et peuvent etre 
detectes tres precocement dans les formes asympto- 
matiques de la maladie. Leur specificite est tres ele- 
vee; on peut neanmoins les observer de fafon 
exceptionnelle dans d' autres pathologies comme les 
affections auto-immunes associees a la CBP (sclero- 
dermies, syndrome de Gougerot-Sjogren, thyroi- 
dite d'Hashimoto), des maladies inflammatoires 
comme la sarcoidose, quelques cas d'hemopathies 
ou d'hepatite virale C. Chez l'enfant, la presence 
d'AMA-2 est rarissime mais constitue un marqueur 
d'HAI. Ces anticorps n'ont pas de valeur pronos- 
tique ni d'interet pour le suivi de la maladie. 

Les anticorps anti-LKMI et les anticorps anti- 
LCl sont les deux marqueurs diagnostiques de 
l'HAI-2, qui est essentiellement pediatrique et 
plus rare que l'HAI-1. La presence d'anti-LKMl 
est l'element diagnostique principal de l'HAI-2. 
Les anticorps anti-LCl, bien que principalement 
associes aux anticorps anti-LKMI, peuvent etre 
isoles dans 10 % des cas. Les titres des anticorps 
anti-LKMI et anti-LCl varient avec le stade de la 
maladie et le traitement utilise. Lors de la phase 
aigue, les autoanticorps sont absents ou de titre 
faible; a la phase chronique, le titre est eleve et 
devient tres eleve lors de la phase cirrhotique de la 
maladie. La presence d'anticorps anti-LCl semble 
etre associee aux formes histologiques severes. 

Les anticorps anti-muscle lisse de specificite 
F-actine font partie des criteres diagnostiques des 
HAI-1, mais ils n'ont pas de valeur pronostique ni 
d'interet pour le suivi de la maladie. Le type d'an- 
ticorps anti-muscle lisse doit toujours etre precise, 
les anticorps anti-muscle lisse «non actine» 
n'etant pas specifiques de l'HAI. Les anticorps 
anti-F-actine peuvent etre presents dans d'autres 
maladies hepatiques (hepatites virales C, B, A, ou 
medicamenteuses, cirrhose alcoolique, CBP, can- 
cer) et dans des pathologies auto-immunes non 
hepatiques (connectivites, maladie coeliaque, thy- 
roidites, diabete, maladie de Biermer). 
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Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Examen de premiere intention dans la recherche 
d'une hepatopathie auto-immune (CBP, ELAI). II 


doit etre interprete en fonction du contexte cli- 
nique, des donnees biologiques ou histologiques, 
de la connaissance des serologies virales et des 
prises medicamenteuses. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

La dilution du serum realisee au cours de la technique minimise I'impact de serums 
hyperlipemiques ou fortement hemolyses qui peuvent etre utilises. 

Contraintes d'acheminement 

Pas de contrainte d'acheminement : transport a temperature ambiante si duree < 24 heures; 
sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Immunofluorescence indirecte (IFI) sur triple substrat (foie/rein/estomac de rat, coupes de tissus 
commerciales ou maison) indispensable en premiere intention. Elle a pour avantage de permettre 
la detection de I'ensemble des anticorps, a I'exception des anti-SLA et des anti-ASGPR (cf. Fiches 
5.3 et 5.4). Pour les anticorps anti-muscle lisse de specificite F-actine : IFI sur cellules HEp-2 
traitees ou non a la colchicine, cellules VSM47, cellules epitheliales d'intestin de rat. 

L 1 identification precise des specificites antigeniques est effectuee en seconde intention sur 
antigenes natifs ou recombinants en immunodot, ELISA, western blot (test maison), 
immunodiffusion double (test maison) ou immunofluorimetrie en flux sur billes (ALBIA). 

Les anticorps anti-LCI peuvent etre difficiles a mettre en evidence par IFI en cas d'association aux 
anti-LKMI . Ils doivent etre recherches par une autre technique dans ce cas. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable (IFI, immunodots, ELISA). 

Type de mesure 

Tests qualitatifs avec donnees quantifiables (titration). 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

La sensibilite Clinique des AMA-2 pour la CBP varie de 90 a 95 % selon les etudes, la specificite 
de 95 a 98 %. 

Les anticorps anti-LKMI sont presents dans plus de 85 % des HAI-2 ; ils peuvent etre egalement 
presents au cours des hepatites virales C (0 a 7 %). 

La frequence des anticorps anti-LCI dans l'HAI-2 varie de 30 a 50 % ; on peut en observer dans 
des porphyries cutanees tardives. 

Les sensibilite et specificite cliniques des anticorps anti-F-actine pour l'HAI-1 sont respectivement 
de 85 % et 80 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particularite. 
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Fiche 5.3 

Anticorps anti -Soluble Liver Antigen (SLA) 


Signification biologique du parametre 

Les autoanticorps anti-SLA sont des marqueurs 
diagnostiques de 1 'hepatite auto-immune de 
type 1 (HAI-l). Ils sont integres comme critere 
additionnel dans la grille de score diagnostique des 
HAI depuis 1999 puis dans les criteres simplifies 
de 2008. L'antigene SLA est une o-phosphoseryl- 
ARNt(sec)-selenium transferase (tRNP(ser)sec). 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les anticorps anti-SLA sont rapportes chez 15 a 
35 % des malades souffrant de HAI-1 (de 6 a 58 % 
selon les etudes). Ces anticorps ont egalement ete 
decrits dans 15 a 30 % des formes mixtes HAI/ 
CBP. Leur principal interet est d' aider au diagnos- 
tic des hepatites seronegatives qu'ils permettent 
de reclasser en HAI-1 (prevalence de 15 a 20 % 


dans les hepatites cryptogeniques). Ils ont ete 
decrits dans de tres rares cas d'hepatite virale C et 
d'hepatites medicamenteuses. Ces anticorps pour- 
raient egalement permettre de mieux evaluer le 
risque de rechute a l'arret du traitement de l'HAI 
(plus important si l'anticorps est present) et, pour 
les patients transplants, le risque de reddive. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La pertinence des anticorps anti-SLA dans le dia- 
gnostic des HAI-1 est aujourd'hui demontree. Ils 
peuvent etre recherches en premiere intention en 
cas de forte suspicion d'HAI ou en seconde inten- 
tion apres detection des marqueurs convention - 
nels par immunofluorescence indirecte (IFI, cf. 
Fiche 5.2). Leur recherche est indispensable 
devant une forte suspicion d'HAI et une absence 
d'anticorps conventionnels par IFI. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour ies prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Aucune. 

La dilution du serum realisee au cours de la technique minimise I'impact de serums 
hyperlipemiques ou fortement hemolyses qui peuvent etre utilises. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Ces anticorps ne sont pas detectables par IFI sur triple substrat (foie/rein/estomac de rat). 

L' identification precise des specificites antigeniques est effectuee sur antigenes natifs (fraction 
cytosolique de foie) ou recombinants (tRNP(ser)sec) en immunodot (le plus souvent), ELISA 
classique ou par inhibition (maison), RIA. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

La sensibilite des anticorps anti-SLA varie de 1 5 a 35 % selon les etudes. 
Leur specificite est excellente : 98 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particulars. 
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Fiche 5.4 

Anticorps anti-recepteur a I'asialoglycoproteine (ASGPR) 


Signification biologique du parametre 

Les ASGPR sont des marqueurs de 1 'hepatite 
auto-immune (HAI). Ils sont integres coniine cri- 
tere additionnel dans la grille de score diagnos- 
tique des HAI depuis 1999. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les ASGPR sont detectes chez 50 a 80 % des 
malades presentant une HAI-1 ou une HAI-2, 
mais aussi dans diverses maladies hepatiques : 
hepatites virales (B ou C), alcooliques, cirrhose 
biliaire primitive (CBP), maladies auto-immunes 
non hepatiques. 

Ce sont des marqueurs de severite de l'HAI. II 
existe une correlation entre la presence de ces anti- 


corps et les signes d'activite histologique identifies 
sur une biopsie hepatique, ainsi qu'avec les taux 
d ASAT/ALAT et d'immunoglobulines G. Le taux 
des anticorps diminue chez les patients sous immu- 
nosuppresseur et, lorsqu'il reste eleve, le risque de 
rechute a l'arret de ce traitement est plus frequent. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Dans le cadre du diagnostic biologique des HAI, 
la recherche d'anticorps anti-ASGPR est utile en 
seconde intention, lorsque les marqueurs clas- 
siques sont negatifs (antinucleaires, anti-actine, 
anti-SLA, anti-LKM et anti-LCl : cf. Fiches 5.1a 
5.3). La recherche de ces anticorps est utile pour 
la surveillance de la maladie. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

La dilution du serum realisee au cours de la technique minimise I'impact de serums 
hyperlipemiques ou fortement hemolyses qui peuvent etre utilises. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation 

Principe methodologique 

RIA ou ELISA maison ou commercial (antigene de I'ASGPR purifie a partir de foie). 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

La sensibilite des ASGPR varie de 50 a 85 % selon les etudes, la nature de I'antigene et le stade 
de l'HAI : de 75 a 85 % en phase active, autour de 30 % en remission. 

Ces anticorps peu specifiques sont detectes dans environ 15 % des hepatites viraies, 15 % des 
hepatites alcooliques et 0 a 25 % des CBP. 

Ils ne sont jamais detectes chez les sujets sains. 

Causes d'erreur, limites du test 

Ce test reste reserve aux centres specialises dans ce domaine d'exploration. 
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Synopsis VII 


Prescription des anticorps associes a la maladie cceliaque 


Suspicion 

de maladie cceliaque 

Clinique : 

syndrome carentiel, cassure 
de la courbe staturo- 
ponderale, diarrhee, trouble 
de I'absorption, dermatite 
herpetitforme, diabete, 
dysthyroidies auto-immunes, 
fratrie d’un sujet atteint 


Recherche d’lgA 
anti-transglutaminase 


O 



Dosage des 
IgA seriques ? 


Negatif 

4 


Positif 


X 


Normal : arret des 

Biopsies 


Suspicion 

investigations 

duodeno-jejunales* 


d’interference 


Si deficit complet 
(inferieur au seuil 
de detection) 

Absence de 
maladie cceliaque 


S’assurer de 
I’absence de 
regime sans gluten 


IgG anti- 
endomysium 



Ou : IgG anti- 
transglutaminase 


A 


Ou : IgG anti- 
gliadine deamidee 


> Positif 


Eventuellement 
si biopsies 
impossibles : 
HLA DQ2-DQ8 


IgA anti- 
endomysium 


* Selon Husby et al. 201 2, la realisation de I'endoscopie et des biopsies a visee de diagnostic histologique 
pourraient etre remplacees par la realisation d'un genotypage HLA, a la recherche des groupes a risque. 
Cette pratique n’est pas encore validee en France. II taut noter que les examens de genotypage ne sont 
pas rembourses par la Securite sociale et que les frais lies a la prescription de cette analyse sont a la 
charge du patient. 
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Fiche 5.5 

Anticorps anti-transglutaminase tissulaire (anti-tTG) 


Signification biologique du parametre 

La transglutaminase tissulaire est un des autoanti- 
genes majeurs, cible de la reactivite auto-immune 
associee a l'intolerance au gluten notamment au 
cours de la maladie cceliaque. C'est une enzyme 
presente, entre autres, dans les enterocytes. Elle 
assure la deamidation de la glutamine, en particu- 
lier dans la gliadine des cereales. La recherche 
d'lgA anti-tTG participe a l'etape diagnostique de 
la maladie, permettant classiquement de poser 
1' indication de l'endoscopie digestive et la realisa- 
tion de biopsies duodenales a la recherche des 
signes histologiques de maladie cceliaque. La mise 
en evidence d'lgA anti-tTG a titre eleve peut suf- 
fire pour poser le diagnostic chez l'enfant. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche et le titrage des IgA anti-tTG consti- 
tuent la seule prescription a realiser en premiere 
intention en vue du depistage de la maladie 
cceliaque. Elle peut etre utilement combinee au 
dosage ponderal des IgA seriques permettant 
d'objectiver un deficit en IgA (< 0,2 g/L) qui 
rend le test negatif. Dans ce cas, une recherche des 


IgG anti-endomysium ou un dosage des IgG anti- 
tTG ou encore des IgG anti-gliadine deamidee 
doit etre proposee. Dans le cadre de revaluation 
de la compliance stricte au regime sans gluten, qui 
constitue le traitement de la maladie cceliaque, les 
IgA anti-tTG disparaissent apres 12 a 18 mois. En 
cas de non-observance du regime, la concentra- 
tion des IgA anti-tTG se majore ou ne diminue 
pas. Ces anticorps sont egalement detectes dans la 
dermatite herpetiforme, intolerance au gluten 
d' expression cutanee avec souvent une atteinte 
intestinale associee (parfois asymptomatique). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

La recherche en premiere intention des IgA anti- 
tTG constitue la demarche la plus rentable en 
termes de rapport benefice/cout du diagnostic 
biologique de la maladie cceliaque. Cette seule 
prescription suffit done a la majorite des depis- 
tages. Pour les laboratoires dont le recrutement 
est trop foible pour justifier une recherche par 
methode ELISA, le serodiagnostic de maladie 
cceliaque peut etre fait par la recherche d'lgA anti- 
endomysium (cf. Fiche 5.6). 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

La dilution du serum realisee au cours de la technique minimise I'impact de serums 
hyperlipemiques ou fortement hemolyses qui peuvent etre utilises. 

Contralntes d'acheminement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Pour I'isotype IgA : refrigere 2 semaines, congele > 1 an. 
Pour I'isotype IgG : refrigere 4 semaines, congele > 1 an. 

Principe methodologlque 

ELISA, FEIA, RIA, immunofluorimetrie en flux (ALBIA), immunodot. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee pour I'ELISA et I'immunodot. 
Automates dedies pour le FEIA et I'immunofluorimetrie en flux. 

Type de mesure 

Quantitative ou qualitative (immunodot). 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Le dosage des IgA anti-tTG presente des performances superieures a celui des IgG anti-tTG. 

La sensibilite et la specificite des dosages d'lgA anti-tTG sont superieures a 95 %. Selon les 
recommandations de I'EPSGHAN, dans le cadre d'un diagnostic chez I'enfant et I'adolescent, un 
resultat d'lgA anti-tTG superieur a 1 0 fois le seuil de positivite du coffret utilise est tres evocateur 
de maladie cceliaque. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les taux inferieurs a 2 ou 3 fois le seuil de positivite du coffret utilise (en phase diagnostique et 
non en suivi) peuvent etre le reflet d'interferences, en I'absence de regime excluant le gluten. II 
peut alors etre utile de realiser une recherche d'lgA anti-endomysium. 

Les deficits en IgA sont a I'origine de resultats negatifs lors du dosage des IgA anti-tTG et 
anti-endomysium. II convient alors de remplacer la recherche d'lgA anti-transglutaminase par 
la recherche d'lgG anti-endomysium ou anti-tTG ou anti-gliadine deamidee (il n'est pas utile 
d'associer deux ou trois parametres). 

Des faux positifs sont rencontres avec certains coffrets en presence de fortes concentrations d'lgA 
(myelome, hepatite...). 

Chez les enfants jusqu'a 2 ans, en cas de negativite des anti-tTG, I'interet du dosage des IgG 
anti-gliadine deamidee est discute. 
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Fiche 5.6 

Anticorps anti-endomysium et anti-reticuline 


Signification biologique du parametre 

L'endomysium est une structure anatomique for- 
mee de tissu conjonctif lache qui entoure chaque 
fibre musculaire fisse. Au niveau de certaines 
muqueuses digestives ( muscularis mucosae de 
l'oesophage ou duodenum), cette structure est 
riche en transglutaminase tissulaire de type 2 
(tTG-2). Elle peut done etre utilisee pour reveler 
les anticorps anti-endomysium par IFI en cas de 
suspicion de maladie coeliaque. 

Des anticorps specifiques de la maladie coeliaque 
peuvent egalement marquer d'autres fibres de 
type collagene localisees dans le foie et le rein, 
dormant un aspect « reticule » sur les coupes hepa- 
tiques et renales du triple substrat de rat (aspect 
specifique «R1 » des anticorps anti-reticuline). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Anticorps anti-endomysium - Le diagnostic de 
maladie coeliaque repose sur la raise en evidence 
d'anticorps anti-transglutaminase, dont le prin- 
cipe technique est simple a mettre en oeuvre (cf. 
Fiche 5.5). Pour les laboratoires dont le recrute- 
ment est trop foible pour justifier une recherche 
par methode ELISA (ou autres), le serodiagnostic 
de maladie coeliaque peut etre foit par la recherche 
d'lgA anti-endomysium, a condition que ces labo- 
ratoires justifient d'une pratique reguliere assurant 
leur expertise dans le domaine de lecture de 1'IFI. 
La prescription simultanee d'lgA anti-tTG et 
d'lgA anti-endomysium est redondante. En 
revanche, un resultat douteux d'lgA anti-tTG 


peut avoir a etre controle par une recherche d'lgA 
anti-endomysium. En cas de deficit en IgA 
(concentration < 0,2 g/L), une recherche d'lgG 
anti-endomysium (ou d'lgG anti-tTG ou d'lgG 
anti-gliadine deamidee) doit etre proposee. Dans 
le cadre de 1' evaluation de la compliance stricte au 
regime sans gluten, qui constitue le traitement de 
la maladie coeliaque, les IgA anti-endomysium dis- 
paraissent apres 12 a 18 mois. En cas de non- 
observance du regime, le titre des IgA 
anti-endomysium se majore ou ne diminue pas. 
Anticorps anti-reticuline - La recherche des anti- 
corps anti-reticuline est beaucoup ntoins perfor- 
mante que celle des autres marqueurs associes a la 
maladie coeliaque. Objectiver des anticorps anti- 
reticuline n'a d'interet qu'en cas de decouverte 
fortuite lors de la realisation d'une IFI sur triple 
substrat de rat dans d'autres contextes cliniques. 
Un aspect evocateur arnene alors a la realisation 
des tests de confirmation. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le serodiagnostic de la maladie coeliaque peut etre 
fait en premiere intention par la recherche des IgA 
anti-endomysium pour les laboratoires qui ont ['ex- 
perience de lecture au microscope a fluorescence. 
Pour les laboratoires realisant la recherche des 
anticorps anti-tTG, la recherche des IgA anti- 
endomysium s'inscrit en seconde intention, dans 
le cadre de la verification des resultats des dosages 
des IgA anti-tTG positits dans un contexte laissant 
suspecter des interferences. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Pour I'isotype IgA : refrigere 2 semaines, congele > 1 an. 
Pour I'isotype IgG : refrigere 4 semaines, congele > 1 an. 

Principe methodologique 

IFI sur coupes d'cesophage de singe (tiers inferieur) utilisant des anti-globulines specifiques. On 
notera que la recherche des IgG anti-endomysium utilise un conjugue anti-chaines gamma adsorbe 
sur IgG de singe. 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisable. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

A noter que la dilution de depistage estfaible : 1/5. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Pour un personnel exerce, les performances diagnostiques de la recherche des IgA anti- 
endomysium sont optimales, proches de 1 00 % en termes de sensibilite comme de specificite. 

Causes d'erreur, limites du test 

IgA anti-endomysium : presence d'lgA anti-F-actine donnant un aspect de fluorescence inverse, 
source de mesinterpretation pour un oeil non exerce, mais surtout pouvant masquer la presence 
d'lgA anti-endomysium de titre eleve donnant un phenomene de zone. 

IgG anti-endomysium : importance de I'anti-globuline utilisee qui doit etre adsorbee sur des IgG 
de singe. 
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Fiche 5.7 

Anticorps anti-gliadine deamidee (ou peptides 
immunogenes de gliadine) 

Signification biologique du parametre 

La gliadine est la fraction alcoolo-soluble du glu- 
ten, proteine partiellement resistante a la diges- 
tion. Elle est a l'origine d'un processus de 
sensibilisation immunitaire qui s'accompagne 
d'une inflammation de la muqueuse intestinale et 
se complique, chez les sujets genetiquement pre- 
disposes, d'une maladie cceliaque caracterisee par 
une atrophie villositaire ay ant contme conse- 
quence des troubles de 1' absorption et des carences 
multiples. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le diagnostic de maladie cceliaque repose sur la 
rnise en evidence d'lgA anti-transglutaminase 
(tTG) dont le principe technique est simple a 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au tacteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

La dilution du serum realisee au cours de la technique minimise I'impact de serums 
hyperlipemiques ou fortement hemolyses qui peuvent etre utilises. 

Contraintes d'acheminement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Pour I'isotype IgA : refrigere 2 semaines, congele > 1 an. 
Pour I'isotype IgG : refrigere 4 semaines, congele > 1 an. 

Principe methodologique 

ELISA, FEIA, RIA, immunofluorimetrie en flux (ALBIA), Immunodot. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee pour I'ELISA et I'immunodot. 
Automates dedies pour le FEIA et I'immunofluorimetrie en flux. 

Type de mesure 

Quantitative ou qualitative (immunodot). 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Selon les donnees de la litterature, les performances seraient comparables a celles des IgA 
anti-tTG. 

Causes d'erreur, limites du test 

Ne pas utiliser de gliadine native, source d'alterations majeures des performances. 


mettre en ceuvre (cf. Fiche 5.5). Ce n'est qu'en 
cas de deficit documente en IgA (< 0,2 g/L) 
qu'une recherche des IgG anti-gliadine deamidee 
peut etre proposee. Les trousses dosant les anticorps 
anti-gliadine native doivent etre abandonnees du 
fait de leurs mauvaises performances (manque de 
specificite). Settle la recherche des anticorps anti- 
gliadine deamidee presente un interet. 

Le dosage des IgA anti-gliadine deamidee, moins 
sensible que le dosage des IgA anti-tTG, ne pre- 
sente que peu d'interet. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

La recherche d'IgG anti-gliadine deamidee peut 
etre utilisee en premiere intention en cas de deficit 
en IgA connu (ou chez 1' enfant de moins de 2 ans). 
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Fiche 5.8 

Anticorps anti-cellules parietales gastriques 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-cellules parietales gastriques 
sont diriges contre la pompe a protons, l'H + / 
K + -ATPase qui assure la secretion de l'acide 
chlorhydrique dans l'estomac. Ils sont presents 
dans le serum de patients souffrant de gastrites 
auto-immunes, gastrite A (gastrite atrophique 
du fundus) ou de maladie de Biermer (associant 
un deficit en vitamine B12). L'anemie de 
Biermer est egalement denommee anemie 
pernicieuse. 

L' antigene est constitue de deux sous-unites, 
alpha catalytique et beta glycoproteique ; les anti- 
corps reconnaissent des epitopes presents sur la 
molecule native et les sous-unites. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche de ces anticorps est indiquee en cas 
de suspicion de gastrite auto-immune, de maladie 
de Biermer, de thyroidite auto-immune, chez les 
diabetiques de type 1 et dans la fratrie de patients 
atteints de maladie de Biermer. Ils n'ont aucun 
interet pour le suivi de ces pathologies. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un examen de premiere intention dans la 
recherche d'une gastrite auto immune. 11 doit etre 
associe a la recherche d'anticorps anti-facteur intrin- 
seque dans la maladie de Biermer (cf. Fiche 5.9). 


Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

IFI sur coupes d'estomac de souris (l'estomac de rat peut donner de fausses reactivites liees a la 
presence d'anticorps heterophiles) sur coupes maison ou commerciales (anticorps non specifiques 
d'espece). 

ELISA, immunodot ou immunofluorimetrie en flux sur billes (ALBIA) utilisant de l'H + /K + -ATPase 
isolee et purifiee a partir de muqueuse gastrique de pore. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison ou commercial. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Test hautement specifique et sensible (> 99 %) pour une gastrite auto-immune. 

Les anticorps sont trouves dans 90 % des cas de maladies de Biermer, mais n'en sont pas 
specifiques car ils sont trouves aussi dans 30 % de la fratrie et chez les patients atteints de 
polyendocrinopathie auto-immune. 

Les titres d'anticorps ne sont pas correles avec la severite de la gastrite auto-immune. 

Causes d'erreur, limites du test 

Si des anticorps anti-cellules parietales gastriques sont detectes en IFI, il est indispensable 
d'eliminer la presence d'anticorps anti-mitochondries de type 2 (donnant aussi un marquage des 
cellules parietales et rendant impossible ('interpretation de I'lFI) (cf. Fiche 5.2). 
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Fiche 5.9 

Anticorps anti-facteur intrinseque (anti-FI) 


Signification biologique du parametre 

Le facteur intrinseque (FI) est une glycopro- 
teine de 50 kDa secretee par les cellules parie- 
tales gastriques, qui forme un complexe dans la 
lumiere de l'estomac avec la vitamine B12 ali- 
mentaire, necessaire a l'absorption de la vita- 
mine au niveau de l'ileon. Deux types d'anticorps 
sont deceits, ceux se fixant sur le site de fixation 
de la vitamine B12 (type 1) et ceux se fixant en 
dehors de ce site (type 2). Ces anticorps inter- 
ferent avec l'absorption de la vitamine B12 et 
sont un marqueur de la maladie de Biermer. 
L'anemie de Biermer est egalement denommee 
anentie pernicieuse. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche de ces anticorps est indiquee pour le 
diagnostic de la maladie de Biermer, non settlement 
pour la morbidite associee a l'anemie rnais aussi 
pour ses atteintes neurologiques irreversibles. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Cet examen est associe a la recherche d'anticorps 
anti-cellules parietales gastriques (cf. Fiche 5.8) 
car, bien que specifique (> 99 %), il est moins sen- 
sible (70 %) pour le diagnostic de la maladie de 
Biermer que ce dernier test. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Le premier test developpe etait un dosage radio-immunologique fonde sur I'inhibition, par le serum 
teste, de la fixation sur du facteur intrinseque de vitamine B1 2 marquee par un isotope purifie. 

Ce test est fausse par un traitement recent par de la vitamine B1 2 et ne reconnait pas les 
anticorps de type 2. II est remplace par des techniques immunoenzymatiques de type ELISA, 
immunodot, immunofluorescence sur spot de FI ou d'immunofluorimetrie en flux sur billes utilisant 
du FI purifie d'origine animale (estomac de pore) ou, plus recemment, du FI humain recombinant. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable. 

Type de mesure 

Quantitative ou qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Les anticorps anti-FI sont detectes dans environ 60-70 % des cas de maladie de Biermer et sont 
specifiques (> 99 %). 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particularite. 
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Fiche 5.10 

Anticorps anti-anhydrase carbonique II 


Signification biologique du parametre 

L'anhydrase carbonique II est une enzyme ubiqui- 
taire catalysant l'hydratation du CO, pour former 
de l'acide carbonique. Elle est la cible d'autoanti- 
corps impliques dans les pancreatites 
auto-immunes. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La principale indication clinique de la recherche 
de ces autoanticorps est l'aide au diagnostic des 
pancreatites auto-immunes, qui represented pres 
de 2 % des pancreatites chroniques. Ces mar- 
queurs sont une aide au diagnostic differentiel 
avec l'adenocarcinome pancreatique et avec la 
pancreatite chronique alcoolique. Les autoanti- 


corps diriges contre l'anhydrase carbonique II 
sont detectes dans 13 a 76 % des serums de 
malades ayant une pancreatite auto-immune mais 
settlement chez 2 % des sujets sains. Les plus 
grandes frequences sont rapportees dans les etudes 
japonaises. 

Leur specificite est faible. La presence de ces anti- 
corps est egalement rapportee dans le syndrome 
de Sjogren et le diabete auto-intmun. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Dans le cadre du diagnostic biologique des pan- 
creatites auto-immunes, la recherche des anticorps 
anti-anhydrase carbonique II est couplee a celle des 
anticorps anti-lactoferrine et au dosage des IgG4. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour la 
qualite 

du prelevement 

Aucune. 

Contraintes de transport 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologlque 

Maison : ELISA ou western blot. L'ELISA utilise comme antigene de l'anhydrase carbonique 
II extraite d'erythrocytes humains (antigene commercial). 

Type de methode 

Manuelie ou automatisable. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Peu specifique : ces anticorps sont detectes dans environ 10 % des pancreatites alcooliques 
et jusqu'a 60 % des syndromes de Sjogren. 

Dans les pancreatites auto-immunes, la positivite des anticorps anti-anhydrase carbonique 
II est associee a une elevation du taux des lgG4. 

Dans le syndrome de Sjogren, la positivite des anticorps anti-anhydrase carbonique 
II est observee sans elevation du taux d'lgG4. 

Causes d'erreur, limites du test 

Ce test reste reserve aux centres specialises dans ce domaine d'exploration. 
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Fiche 5.1 1 

Anticorps anti -Saccharomyces cerevisiae (ASCA) 


Signification biologique du parametre 

Ces anticorps reconnaissent des phosphopeptido- 
mannanes de la paroi des levures. Ils sont associes 
a la maladie de Crohn. Ils sont recherches sur des 
extraits de Saccharomyces cerevisiae. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche des ASCA d'isotype IgA et IgG est 
utile dans le diagnostic differentiel entre rectoco- 
lite hemorragique (RCH) et maladie de Crohn, 
notamment dans l'exploration de colites inclas- 
sees. Les ASCA seraient lies a un age precoce de 
survenue de la maladie de Crohn, a une localisa- 
tion ileale et a l'apparition de complications perfo- 
rantes et stenosantes necessitant un traitement 
chirurgical plus frequent. Leur utilite dans le 
depistage des maladies inflammatoires chroniques 
de l'intestin (MICI) est plus moderee, du fait de 
leur manque de specificite. Ils peuvent etre obser- 
ves dans 30 a 50 % des maladies coeliaques mais 


aussi dans la maladie de Behcet, la cirrhose biliaire 
primitive, la cholangite sclerosante primitive et la 
spondylarthrite ankylosante. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Pour le diagnostic differentiel entre RCH et mala- 
die de Crohn, la recherche des ASCA doit etre 
associee a celle d' anticorps diriges contre un anti- 
gene nucleaire des polynucleaires neutrophiles 
fixes par l'ethanol (cf. Fiche 4.9). Ces P-ANCA 
atypiques (ou X-ANCA ou NANA, pour Nuclear- 
Associated Neutrophil Antibodies) ont un aspect de 
fluorescence particulier. Deux profils peuvent etre 
definis : un profil ASCA + /NANA“ associes a la 
maladie de Crohn et un profil ASCA“/NANA + 
associe a la RCH. Le titrage des anticorps n'est pas 
utile en pratique clinique car le titre n'est pas cor- 
rele a l'activite de la maladie. La repetition de la 
recherche n'est done pas justifiee. Ces anticorps ne 
sont pas predictifs de la reponse au traitement. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

La dilution du serum realisee au cours de la technique minimise I'impact de serums 
hyperlipemiques ou fortement hemolyses qui peuvent etre utilises. 

Contraintes de transport 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les ASCA d'isotype IgA et IgG peuvent etre recherches soit par IFI sur frottis fixes de 
Saccharomyces cerevisiae , soit par des tests immunoenzymatiques de type ELISA dont les 
sources antigeniques sont variees : extraits de levures disloquees ou phosphopeptidomannanes 
purifies. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnes quantifiables. 

CIQ 

Maison ou commercial. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

La sensibilite des ASCA pour le diagnostic de la maladie de Crohn varie de 30 a 80 %. Ces 
anticorps sont egalement presents dans 5 a 30 % des RCH et dans 0 a 5 % des serums de 
temoins sains. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sans particularite. 
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Fiche 5.12 

Calprotectine fecale 

Signification biologique du parametre 

La calprotectine est un heterocomplexe de deux 
proteines MRP8 (S100A8) et MRP14 (S100A9) 
appartenant a la superfamille S100 des proteines 
liant le calcium et le zinc. Elle represente 60 % des 
proteines solubles dans la fraction cytosolique des 
polynucleaires neutrophiles. Elle est aussi presente 
dans les macrophages et monocytes en quantite 
plus faible. Elle presente des proprietes antibacte- 
riennes et antifongiques, immunomodulatrices et 
proapoptotiques. 

Des niveaux eleves de calprotectine ont ete 
retrouves dans les fluides extracellulaires (selles, 
plasma) au cours de processus inflammatoires 
varies. Son taux est directement proportionnel a 
la migration des PNN dans la lumiere intestinale 
et reflete l'etat inflammatoire de la muqueuse 
digestive. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage de la calprotectine dans les selles per- 
met la differentiation des maladies intestinales 
organiques inflammatoires (maladie de Crohn et 
rectocolite hemorragique) des troubles fonction- 
nels intestinaux. 

Son dosage dans les MICI permet une evaluation 
de l'activite ntais aussi de la remission puisque sa 
disparition permet de juger de la cicatrisation 
muqueuse. Elle est egalement proposee en suivi 
de l'efficacite des traitements. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Marqueur puissant d'inflammation intestinale, elle 
presente une alternative aux tests invasifs notam- 
ment aux endoscopies (interet en pediatrie). 


Nature du prelevement 

Echantillon de selles. Prelevement : 1 a 2 g. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Selles du matin si possible. 

Contralntes d'acheminement 

Acheminement rapide au laboratoire puis conservation a + 4 °C jusqu'a 6 jours. 

Mode de conservation 

Si I'analyse doit etre differee, il est souhaitable de congeler la selle a - 20 °C. Eviter les cycles 
de decongelation qui peuvent entraTner une augmentation des valeurs de calprotectine en raison 
de la presence de polynucleaires dans les selles. L'extraction de la calprotectine fecale se fait 
dans un tampon adequat. Les extraits sont stables 4 mois congeles. 

Principe methodologlque 

ELISA, FEIA, immunochromatographie. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative : immunochromatographie. 
Quantitative : ELISA, FEIA. 

CIQ 

Maison (pool d'extraits). 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

La valeur predictive positive est estimee a 91 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Valeurs elevees retrouvees dans les ententes bacteriennes, parasitaires, maladie coeliaque, 
certains cancers ou lors de la prise d'anti-inflammatoire non steroTdien. 

A I'inverse, existence de faux negatifs chez les sujets neutropeniques. 

De meme du fait de I'immaturite et de la permeabilite intestinale chez les enfants, les valeurs 
seuils de calprotectine ne sont pas superposables a celles de I'adulte. 
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Fiche 6.1 

Anticorps anti-ilots de Langerhans 


Signification biologique du parametre 

Le diabete auto-immun (ou diabete de type 1) est 
associe a la presence d'autoanti corps specifiques 
d'antigenes exprimes par les cellules p des ilots de 
Langerhans. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La detection et le dosage des autoanticorps asso- 
cies au diabete sont realises dans un but diagnos- 
tique, permettant de confirmer l'origine 
auto-immune d'un diabete insulinodependant ou 
de differencier des formes atypiques de diabete de 
type 1, comme le LADA ( Latent Autoimmune 
Diabetes in Adult), d'autres formes non auto- 
immunes de diabete (type 2). 

La recherche de ces anticorps peut egalement etre 
faite dans un but predictif, permettant d'evaluer le 
risque de diabete auto-immun chez des individus 
a risque de developper la maladie (apparentes de 
sujets diabetiques de type 1). 

Les anticorps associes au diabete de type 1 sont les 
anticorps anti-ilots de Langerhans (ICA, Islet-Cell 
Antibodies ), anti-GAD (glutamate acide decar- 


boxylase isoforme 65 kDa, exprimee egalement 
dans le systeme nerveux), anti-LA2 (portion intra- 
cellulaire d'une proteine tyrosine phosphatase- 
like , PTPRN), anti-insuline et anti-ZnT8 (Zinc 
Transporter 8 exprime uniquement dans les cel- 
lules p des ilots de Langerhans). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche de ces autoanticorps est une 
demarche de premiere intention. 

La recherche globale des anticorps anti-ilots de 
Langerhans par IFI a ete supplantee par celle des 
anticorps specifiques d' autoantigenes (IA2, GAD, 
principalement, anti-insuline et ZnT8 dont l'inte- 
ret est en cours d' evaluation). Neanmoins, il existe 
de rares cas de patients souffrant d'un diabete de 
type 1 associe a la presence d'ICA sans les autres 
specificites, ce qui suggere P existence d'autres 
autoantigenes cibles non identifies. Les ICA sont 
encore demandes par les cliniciens mais leur pres- 
cription meriterait d'etre remplacee par la 
recherche precise des anti-LA2 et GAD, en pre- 
miere intention (cf. Fiche 6.2). 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les preievements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

IFI sur coupe de pancreas de primate superieur. La disponibilite du substrat limite la diffusion de 
ce test qui est desormais remplace par ('identification des specifiers anti-IA2 et anti-GAD. 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisable. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Sensibilite au diagnostic 85 % (variable selon I'age), specifier > 95 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Le test est difficilement standardisable notamment du fait de ('utilisation de pancreas humain. La 
technique serait moins sensible avec les pancreas de primate (evaluation en cours). Ce test est 
quasi abandonne au profit des dosages utilisant des autoantigenes moleculairement definis. II 
garde toutefois un interet diagnostique dans les cas de diabete de type 1 oil les autres anticorps 
sont negatifs. 
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Fiche 6.2 

Anticorps anti-IA2, anti-GAD, anti-ZnT8, anti-insuline 


Signification biologique du parametre 

Le diabete auto-immun (ou diabete de type 1) est 
associe a la presence d' autoanticorps specifiques 
d' antigenes exprimes par les cellules (3 des Hots de 
Langerhans. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La detection et le dosage des autoanticorps associes 
au diabete sont realises dans un but diagnostique, 
permettant de confirmer l'origine auto-immune 
d'un diabete insulinodependant ou de differencier 
des formes atypiques de diabete de type 1 , coniine 
le LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adult), 
d'autres formes non auto-immunes de diabete 
(type 2). La recherche de ces anticorps peut egale- 
ment etre faite dans un but predictif, permettant 
d'evaluer le risque de diabete auto-immun chez des 
individus a risque de developper la maladie (appa- 
rentes de sujets diabetiques de type 1). 

Les anticorps associes au diabete de type 1 sont les 
anticorps anti-ilots de Langerhans (cf. Fiche 6.1), 
anti-GAD (glutamate acide decarboxylase iso- 
forme 65 ltDa, exprimee egalement dans le sys- 
teme nerveux), anti-IA2 (portion intracellulaire 
d'une proteine tyrosine phosphatase- like, PTPRN), 
anti-insuline et anti-ZnT8 ( Zinc Transporter 8 


exprime uniquement dans les cellules p des ilots de 
Langerhans). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche des anticorps anti-ilots de Langerhans 
par IFI a ete supplantee par celle des anticorps spe- 
cifiques d' autoantigenes (IA2, GAD). Neanmoins, 
il existe des cas rares de patients porteurs d'un dia- 
bete de type 1 authentique avec des ICA mais sans 
anti-IA2, anti-GAD, anti-insuline et anti-ZnT8, 
ce qui suggere l'existence d'autres autoantigenes 
cibles non identifies. 

Le bilan etiologique de premiere intention com- 
porte au minimum la recherche des anti-IA2 et 
anti-GAD en remplacement des ICA. La 
recherche d'anticorps anti-insuline doit faire 
appel aux methodes ultrasensibles, ce qui l'inscrit 
en seconde intention. La recherche d'anticorps 
anti-insuline ne doit pas etre realisee chez un 
patient deja traite par insuline. Les anticorps anti- 
ZnT8, recemment identifies, sont en passe de 
faire partie de ce bilan systematique, compte tenu 
de leur interet diagnostique. Au moins un anti- 
corps (anti-ICA, anti-GAD, anti-IA2, anti-insu- 
line, anti-ZnT8) est present au diagnostic dans 
> 90 % des cas. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les preievements 
citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les tests radio-immunologiques RIA, ou les tests maison de type radioligand assays (RLA) sont 
d'une grande sensibilite et consideres comme des methodes de reference. 

Les tests ELISA ont des performances comparables en termes de sensibilite/specificite 
en ce qui concerne les anti-GAD, les anti-IA2, et desormais les anti-ZnT8. 

Les performances sont encore en cours devaluation pour les anticorps anti-insuline dont 
la recherche est reservee aux centres specialises. 

La technique de reference est une methode competitive. Les autres techniques (RIA non 
competitif, ELISA) sont de plus faible sensibilite. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

La sensibilite a la phase diagnostique est variable selon I'age et selon les anticorps. Elle est 
de 80 % pour les anti-GAD65 dans le LADA, de 50 % pour les anti-IA2 (plus importante chez 
le sujet jeune) et pour les anti-insuline (plus importante chez les enfants), de 60 a 70 % pour les 
anti-ZnT8. 

La specificite est superieure a 95 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

On peut detecter des anticorps anti-GAD dans 60 % des cas de Stiff Man syndrome, rigidite 
musculaire associee a la presence d'anticorps diriges contre I'isoforme 67 kDa de la GAD 
reagissant egalement avec I'isoforme de 65 kDa. 
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Fiche 6.3 

Anticorps anti-thyroperoxydase 
(anti-TPO, anti-microsomes thyroidiens) 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-microsomes thyroidiens recon- 
naissent majoritairement la thyroperoxydase 
(TPO), enzyme cle de la synthese des hormones 
thyroi'diennes. La TPO se localise au pole apical 
du thyrocyte et intervient dans P organification des 
iodures ainsi que dans le couplage des residus 
iodotyrosyle au sein de la thyroglobuline. 

Les anticorps anti-TPO apparaissent tres tot au 
cours du processus auto-immun, parfois avant les 
signes cliniques des thyroidites d'Hashimoto, 
atrophique et du post-partum. 

La prevalence des anticorps anti- TPO est de l'ordre 
de 10 % dans la population generale franpaise. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage des anticorps anti-TPO vise a preciser 
l'origine auto-immune de troubles thyroidiens cli- 


niques ou echographiques. La recherche de ces 
anticorps peut etre proposee avant mise sous trai- 
tement de patients euthyroidiens par amiodarone, 
lithium, interferon alpha, GM-CSF ou IL-2. 

Leur titre est correle a l'infiltrat lymphoplasmocy- 
taire de la thyroide. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ces anticorps representent le marqueur biolo- 
gique le plus precoce des thyroidites auto- 
immunes. Ils apparaissent plus rapidement et a des 
taux plus importants que les anticorps anti-thyro- 
globuline. Ils sont done a proposer en premiere 
intention a la phase diagnostique. Au vu de leur 
sensibilite, la prescription isolee des anticorps anti- 
TPO est justifiee. En revanche, ces marqueurs 
n'apportent aucune aide au suivi du patient sous 
traitement. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

La dilution du serum realisee au cours de la technique minimise I'impact de serums 
hyperlipemiques ou fortement hemolyses qui peuvent etre utilises. 

Contraintes de transport 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

IFI, qui met en evidence un marquage apical des thyrocytes mais n'est pas strictement specifique 
des anti-TPO. 

Hemagglutination indirecte, qui manque de sensibilite. 

RIA ou ELISA, par methodes sandwich ou competitives qui ont la meme sensibilite et utilisent de la 
TPO purifiee ou recombinante. 

Type de methode 

Automatisees ou automatisables. 

Type de mesure 

Quantitative (etalonnage international Medical Research Council 66/387). 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Les anticorps anti-TPO sont presents dans 90 a 1 00 % des thyroidites cliniques (maladie 
d'Hashimoto) et 50 a 60 % des thyroidites infra-cliniques. Les anticorps anti-TPO sont egalement 
eleves chez environ 85 % des patients presentant une maladie de Basedow non traitee. 

Parmi les patients presentant des anticorps anti-TPO, 50 a 75 % presented une euthyroi'die, 5 a 
50 % une hypothyroidie infraclinique et 5 a 10 % une hypothyroidie tranche. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les methodes d’hemagglutination ou d'immunofluorescence manquent de sensibilite. Le degre 
de purete de la TPO conditionne les performances analytiques. II faut privilegier les methodes 
utilisant la TPO hautement purifiee native ou recombinante. La qualite de I'antigene garantit sa 
reconnaissance par toutes les classes et sous-classes d'anticorps. 

Malgre les problemes de standardisation inherents aux variations de seuil, les trousses restent 
correlees en termes de positivite/negativite. 
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Fiche 6.4 

Anticorps anti-thyroglobuline (anti-TG) 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-TG reconnaissent la proteine syn- 
thetisee par les thyrocytes et secretee dans la cavite 
folliculaire. La thyroglobuline constitue le compo- 
sant principal de la substance colloide thyroidienne. 
Les anticorps produits au cours des thyroidites 
auto-immunes reconnaissent la region II de la 
molecule. Au cours des cancers differencies de la 
thyroide, des anticorps sont egalement produits 
vis-a-vis de la TG (region IV, mais aussi II, III et 
V). Dans le contexte cancereux, la presence des 
anticorps interfere avec le dosage de la thyroglo- 
buline et peut conduire a sous-estimer la reprise 
d'un processus tumoral. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La premiere indication de la recherche d' anticorps 
anti-TG s'inscrit en combinaison du dosage de la 


TG dans la prise en charge d'un cancer differencie 
de la thyroide. Dans ce cadre, la presence d'anti- 
corps anti-TG constitue alors egalement un mar- 
queur tumoral. 

En raison des performances des trousses recher- 
chant les anticorps anti-TPO, la recherche des 
anti-TG est superflue en premiere ligne dans le 
diagnostic des thyroidites auto-immunes. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Dans un contexte d'auto-immunite, le dosage 
des anticorps anti-TG devrait s'inscrire en 
seconde intention, apres la recherche des anti- 
corps anti-TPO (cf. Fiche 6.3), qui serait nega- 
tive alors que le contexte evoque un processus 
auto-immun (histoire familiale, pathologies 
auto-immunes associees), c'est-a-dire dans moins 
de 5 % des cas. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates etaux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes de transport 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation 

Principe methodologique 

Hemagglutination indirecte, qui manque de sensibilite. 
RIA ou ELISA, par methodes sandwich ou competitives. 

Type de methode 

Automatisee ou automatisable. 

Type de mesure 

Quantitative (etalonnage international Medical Research Council 65/93). 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Les performances des differentes trousses sont globalement bonnes mais elles ne sont pas 
equivalentes. 

Les tests permettant de detecter les anticorps de differentes affinites doivent etre utilises dans le 
suivi du cancer differencie de la thyroide. 

Causes d'erreur, limites du test 

L'hemagglutination passive manque de sensibilite et doit etre abandonnee au profit de methodes 
d'immunoanalyse par competition ou immunometriques utilisant des traceurs isotopiques, 
enzymatiques, fluorescents ou luminescents qui presented des sensibilites equivalentes. 

II est conseille de realiser le suivi des titres des anticorps anti-TG dans le meme laboratoire, 
principalement dans le cadre du suivi de cancers. 
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Fiche 6.5 

Anticorps anti-recepteur de la Thyroid Stimulating 
Hormone (thyreostimuline) (anti-R-TSH) 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-R-TSH ont ete decouverts en 
1956 par Adams et Purves. II s'agit d'anticorps 
d'isotype essentiellement IgGl, diriges contre le 
recepteur de la TSH situe sur le pole basal du thy- 
rocyte. En se liant a des epitopes du domaine 
extracellulaire du R-TSH, ces anticorps activent le 
systeme adenylcyclase membranaire conduisant a 
la production d'AMPc; conjointement, ils sti- 
mulent l'activite de la phospholipase A2 . 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les anticorps anti-R-TSH constituent les mar- 
queurs seriques de la maladie de Basedow. Leur 
prescription s'inscrit pour preciser l'etiologie 
d'une hyperthyroidie alors que les signes cliniques 
restent peu evocateurs d'une maladie de Basedow. 
Le titre des anticorps anti-R-TSH est correle a 
l'activite et la severite de l'ophtalmopathie. Les 
taux tres eleves d'anticorps anti-R-TSH objectives 
en fin de traitement sont predictifs d'une rechute 
tres rapide suivant 1' arret de la therapeutique. 

Le dosage des anticorps anti-R-TSH est impor- 
tant pour predire les dysthyroidies foetales et/ou 


neonatales dues au passage transplacentaire des 
anticorps chez toute femme enceinte ayant (ou 
ayant eu) une maladie de Basedow. II est done 
indique de rechercher ces anticorps pendant la 
grossesse en cas de maladie de Basedow en debut 
de grossesse ou chez toute patiente recevant des 
antithyroidiens de synthese, patiente en remission 
de cette pathologie ayant ete traitee medicalement 
par antithyroidiens de synthese, patiente ayant 
subi une thyroidectomie ou une IRAtherapie au 
prealable et chez laquelle peuvent persister des 
taux eleves d'anticorps-anti-R-TSH (surtout apres 
traitement par iode radioactif), antecedent de 
grossesse avec hyperthyroidie foetale. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche des anticorps anti R-TSH s'effectue 
en premiere intention pour confirmer une maladie 
de Basedow (signes cliniques peu evocateurs) ou 
apprecier le risque d'evolution a l'arret du 
traitement. 

Pendant la grossesse, les anticorps sont a recher- 
cher au premier trimestre et a la 36 c semaine 
d'amenorrhee. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes de transport 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation, decongelation. 

Principe methodologique 

En routine, les anticorps anti-R-TSH sont doses par des methodes reposant sur I'inhibition 
de la liaison de laTSH a son recepteur et devraient etre appeles « anticorps inhibant la liaison 
de la TSH ». Ce sont les TBIAb (Thyroid Binding Inbibition Antibodies). La terminologie TRAK 
( TSH-Rezeptor-AutoantiKdrpef) a ete adoptee par analogie a la denomination des premieres 
trousses de dosage commercialisees dans les annees 1980. Dans les annees 2000, des trousses 
dites de seconde generation utilisant le R-TSH humain fixe sur les parois des tubes et de laTSH 
bovine radiomarquee comme traceur sont commercialisees sous le nom de «TRAK humain ». 
Parallelement, des dosages par chimioluminescence avec du R-TSH humain et de laTSH biotinylee 
se sont developpes et sont majoritairement utilises. Ces dernieres annees, I'utilisation d'un 
anticorps monoclonal (M22) dirige contre la poche du R-TSH a genere des methodes dites de 
troisieme generation. Les methodes permettant de distinguer les anticorps stimulants (TSAb pour 
Thyroid Stimulating Antibody des anticorps bloquants laTSH (TSBAb pour Thyroid Stimulation 
Blocking Antibody reposent sur leur effet biologique vis-a-vis de cellules thyroi'diennes en culture 
ou transferees par le gene du R-TSH. 

Type de methode 

Automatisee et automatisable. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Les anticorps anti-R-TSH sont observes chez plus de 95 % des patients presentant une maladie 
de Basedow. 

Moins de 5 % des patients souffrant d'une authentique thyroTdite de Basedow, ne presenteraient 
pas d'anticorps anti-R-TSH, alors que la serologie anti-TPO serait positive. 

Causes d'erreur, limites du test 

Ce test reste reserve aux centres specialises dans ce domaine d'exploration. 
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Fiche 6.6 

Anticorps anti-surrenales 

Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-corticosurrenales sont diriges 
contre les trois differentes zones du cortex surre- 
nalien : glomerulee, fasciculee et reticulee. Ils 
reconnaissent differentes enzymes des voies de la 
biosynthese steroidienne. 

Les differentes cibles sont la 21-hydoxylase 
(P450c21), presente dans les trois zones, qui 
constitue 1' antigene rnajeur reconnu par les anti- 
corps des patients atteints de maladie d'Addison 
auto-immune, la 17a-hydroxylase (P450cl7) pre- 
sente dans les zones fasciculee et reticulee, et la 
20,22-desmolase (P450scc) exprimee dans les 
trois zones. P450cl7 et P450scc sont egalement 
presentes dans les theques ovariennes et les cel- 
lules de Leydig testiculaires. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Ces anticorps sont des marqueurs diagnostiques et 
predictifs de la maladie d'Addison auto-immune et 
des polyendocrinopathies auto-immunes (PEA). Les 
anticorps anti-corticosurrenales, dont les anticorps 
anti-21 -hydroxylase, sont presents dans la maladie 
d'Addison isolee ou faisant partie d'une PEA. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

En cas de suspicion de maladie d'Addison auto- 
immune, la recherche d' autoanticorps anti-surre- 
nales se fait en premiere intention. La recherche 
d' anti-21 -hydroxylase peut y etre associee ou 
demandee isolement. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention an facteur de dilution pour ies prelevements 
citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter Ies etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les anticorps sont detectes par la technique d'lFI sur coupes congelees de surrenale de primate : 
le marquage des trois zones est en faveur d'anticorps anti-21 -hydroxylase. 

Seuls les anticorps anti-21 -hydroxylase peuvent etre identifies par une technique commerciale de 
type radio-immunologique. 

Type de methode 

Manuelles ou automatisables pour I'lFI, manuelle pour le RIA. 

Type de mesure 

IFI : qualitative a donnees quantifiables. 

RIA : du fait de I'absence d'etalons internationaux les resultats quantitatifs sont exprimes en unites 
arbitraires. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Les anticorps anti-corticosurrenales et les anticorps 

anti-21 -hydroxylase sont detectes respectivement dans 80 % et dans 64 a 91 % des cas de 
maladie d'Addison idiopathique isolee. Ils sont presents dans 85 a 93 % des PEA de type 1 avec ou 
sans maladie d'Addison et 85 a 96 % des PEA de type 2. 

Les anticorps anti-1 7 alpha hydroxylase et anti-20, 22-desmolase sont presents dans 5 a 9 % des 
maladies d'Addison isolees, 45 % des PEA de type 1 et 36 % des PEA de type 2. 

Moins de 2 % des sujets normaux et moins de 10 % des sujets souffrant de maladie auto-immune 
sans atteinte surrenale 

(thyroidites auto-immunes, hypoparathyroTdies chroniques 

idiopathiques, gastrites atrophiques) ou souffrant d'une maladie d'Addison d'origine tuberculeuse 
ou d'une adrenoleucodystrophie presented des anticorps anti-corticosurrenales. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les tests RIA peuvent generer des faux positifs pour les 
anti-21 -hydroxylase dans moins de 10 % des cas. 
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Fiche 6.7 

Anticorps anti-cellules productrices de steroides 


Signification biologique du parametre 

Dans les polyendocrinopathies auto-immunes 
(PEA) peuvent etre objectives des anticorps anti- 
p-hydroxysteroide deshydrogenase et des anti- 
corps anti-P450cl7 (17a-hydroxylase) specifiques 
des cellules steroides. On peut egalement observer 
des anticorps anti-P450Scc (20,22-desmolase) et 
anti-P450c2 1(21 -hydroxylase). 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche des anticorps anti-cellules steroides 
peut constituer une aide au diagnostic des PEA de 
types 1 et 2, et des insuffisances gonadiques auto- 
immunes (insuffisance ovarienne precoce, hypo- 
gonadisme masculin). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un exarnen serologique de premiere 
intention. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Detectes par IFI sur coupes congelees de surrenales, ovaire et testicule de primate, les 
autoanticorps anti-cellules steroides marquent principalement les cellules des couches fasciculee 
et reticulee de la corticosurrenale, ainsi que les cellules de Leydig du testicule, de la theque 
interne de I'ovaire et du trophoblaste du placenta. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisable (automate preparateur de lames). 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Dans le cadre des PEA de type 1 , on retrouve des anticorps anti-P450c1 7 (1 7a-hydroxylase) chez 
55 % des patients et des anticorps anti-P450Scc (20,22-desmolase) chez 45 %. 

Dans les PEA de type 2, 30 % des patients ont des anticorps anti-P450c1 7 et 40 % des 
anti-P450Scc. 

En cas de menopause precoce primitive, les anticorps anti-cellules steroides coexistent avec les 
anticorps anti-corticosurrrenales chez 22 % des sujets. Les anticorps anti-cellules steroides sont 
detectes de fagon isolee dans certains cas de menopause precoce et d'hypogonadisme masculin. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les anticorps de groupe sanguin AB peuvent donner un faux marquage des cellules endotheliales 
des vaisseaux des testicules et des ovaires qui peut etre confondu avec celui des cellules de 
Leydig et de la theque de I'ovaire. 


Chapitre 6. Exploration des maladies endocriniennes auto-immunes 


93 


Fiche 6.8 

Anticorps anti-recepteur sensible au calcium 


Signification biologique du parametre 

Ces anticorps sont diriges contre le recepteur sen- 
sible au calcium (CaSR) fortement exprime par les 
cellules principales des parathyroides. Cet antigene 
est la cible majeure des autoanticorps antiparathy- 
roi'diens detectes chez des patients atteints d'hypo- 
parathyroldie ou d'hyperparathyroidie d'origine 
auto-immune. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les anticorps anti-CaSR sont des marqueurs 
diagnostiques de l'origine auto-immune des 


hypoparathyroldies isolees ou associees aux 
polyendocrinopathies auto-immunes (PEA) de 
type 1 ou de type 2 et de quelques cas d 'hyper- 
para thyroi'dies. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

L'association d'une hypercalcemie et d'une hyper- 
para thormonemie ou d'une hypocalcemie et d'une 
hypoparathormonemie peut resulter d'une patholo- 
gic auto-immune ciblant la parathyroide. La 
recherche d'anticorps anti-CaSR peut done etre 
utile dans le cadre diagnostique de cette pathologie. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptlonnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

La recherche des anticorps se fait par technique d'immunoblotting utilisant la partie extracellulaire 
du recepteur (antigene humain recombinant correspondant a la partie extracellulaire [1-613] de 
poids moleculaire de 70 kDa). 

II existe aussi une technique de radio-immunoprecipitation mais non realisee en France. 

La recherche des anticorps antiparathyroi'diens par IFI sur coupes non fixees de parathyroides 
humaines a ete abandonnee en raison d'une sensibilite trap faible. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

La sensibilite est faible tant dans les bypoparathyroidies isolees ou associees aux PEA de type 1 ou 
2 ou elle est estimee a 22-56 % que dans les hyperparathyroi'dies primaires (7 %). 

La specificite est en revanche consideree comme excellente. 

Causes d'erreur, limites du test 

Sensibilite faible. 
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Exploration de I'auto-immunite 


Fiche 7.1 

Anticorps anti-cytoplasme : identification des anticorps 
anti-ARNt-synthetases et autres anti-antigenes 
cytoplasmiques 


Signification biologique du parametre 

Differents antigenes intraceliulaires cytoplas- 
miques peuvent etre la cible d' anticorps associes 
aux atteintes inflammatoires et/ou necrosantes du 
muscle dans le cadre des connectivites : 

• atteintes musculaires inflammatoires, atteintes 
pulmonaires (atteinte cutanee a type de dermato- 
myosite possible) -» aminoacyl-ARNt synthetases : 

- histidyl-ARNt synthetases : cible des anti- 
corps anti-Jol ; 

- threonyl-ARNt synthetases : anticorps 

anti-PL7 ; 

- alanyl-ARNt synthetases : anticorps 

anti -PL 12 ; 

- isoleucyl-ARNt synthetases : anticorps anti-EJ ; 

- glycyl-ARNt synthetases : anticorps anti-OJ ; 

- asparaginyl-ARNt synthetases : anticorps 
anti-KS ; 

- phenylalanyl-ARNt synthetases : anticorps 
anti-ZO; 

• atteintes necrosantes (myopathie auto-immune 
necrosante) -+ SRP (Signal Recognition Particle ). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 


corps associees aux myosites, syndrome des 
anti-synthetases, dermatomyosites et myopa- 
thies auto-immunes necrosantes. Certaines spe- 
cificites peuvent egalement etre rencontrees 
dans le cadre de syndromes paraneoplasiques. 
Les principales indications sont les atteintes 
musculaires cliniques (faiblesse, douleurs), bio- 
logiques (myolyse), en imagerie (IRM) ou his- 
tologiques, les atteintes cutanees (« mains de 
mecaniciens », papules de Gottron, erytheme 
cutane peri-palpebral), les atteintes pulmonaires 
(fibrose interstitielle) et les syndromes 
paraneoplasiques. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche de ces specificites est indiquee en 
presence d'une fluorescence cytoplasmique diffuse 
fmement granulaire des cellules HEp-2. L'aspect 
peut etre different selon les preparations de cel- 
lules utilisees et selon les serums. Si la detection 
sur cellules EIEp-2 est negative, dans un contexte 
clinique evocateur, la recherche specifique de ces 
anticorps peut etre realisee sur prescription du 
clinicien. 


La recherche de ces anticorps vise a mettre en 
evidence la presence des specificites d'autoanti- 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les preievements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les anticorps anti-synthetases sont d'abord recherches par IFI sur cellules HEp-2. Les anticorps 
anti-SRP donnent un aspect evocateur en IFI sur substrats de rat (foie, estomac, pancreas), proche 
de celui observe en presence d'anticorps anti-ribosomes. 

L' identification de la specificite de I'anticorps est apportee par le test de seconde intention, 
immunodot, FEIA ou ALBIA. Toutes les specificites ne sont pas disponibles avec toutes les 
methodes. 

Recherche exclusive d'lgG. 

Type de methode 

Manuelle : immunodot. 

Semi-automatisee : IFI, ELISA, immunodots. 
Automatisee : pour certaines specificites (FEIA, ALBIA). 

Type de mesure 

Qualitatives avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison et commerciaux : ces specificites etant rares, les CIQ ne les prennent generalement 
pas en compte hormis dans le cas des anticorps anti-Jol . 

EEQ 

Anti-Jol uniquement. 

Performances du test 

Difficiles a evaluer pour les tests recents. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les techniques d'immunodot peuvent faire I'objet de reactions non specifiques notamment 
avec les anti-SRP. 

On decrit egalement comme cause d'erreur le fait de se contenter de I'lFI sur HEp-2 pour le 
depistage de ces specificites. 

Les anticorps anti-synthetases reconnaissent des epitopes conformationnels qui peuvent etre 
perdus si on utilise une technique d'immunoempreinte. 
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Fiche 7.2 

Identification d'anticorps anti-antigenes nucleaires 
solubles associes aux atteintes musculaires 
(autres que les anti-synthetases et anti-SRP) 


Signification biologique du parametre 

Differents antigenes nucleaires ou nucleolaires 
peuvent etre la cible d'anticorps associes aux 
atteintes auto-immunes et inflammatoires du 
muscle dans le cadre des connectivites. Ce sont les 
anticorps anti-Mi2 (sous-unite Mi2 a activite heli- 
case de la Chromodomain Helicase DNA binding 
protein , CHD4), les anti-PM/Scl et les anticorps 
anti-Ku (antigene forme d'un heterodimere de 
deux proteines de 70 et 80 kDa frxant l'ADN). 
Les anticorps anti-PM/Scl reconnaissent deux 
cibles principales de 100 et 75 kDa au sein d'un 
complexe proteique de plus de dix sous-unites. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche de ces anticorps vise a mettre en evi- 
dence la presence de ces specificites associees aux 
myosites, dermatomyosites, certaines formes de 
sclerodermies appelees « scleromyosite » et syn- 
drome de chevauchement. 

Les principales indications sont : atteintes muscu- 
laires clinique (faiblesse, douleurs) associees a des 
signes biologiques (myolyse), d'imagerie et histo- 
logiques. Peuvent egalement s'associer une 
atteinte cutanee avec des papules de Gottron, un 
erytheme cutane peri-palpebral ou un epaississe- 


ment (fibrose) cutane (en presence d'anticorps 
anti-PM/Scl). Au cours de ces pathologies, on 
peut egalement observer une atteinte pulmonaire 
de type fibrose interstitielle ou hypertension arte- 
rielle pulmonaire. 

Ces specificites peuvent reveler un syndrome para- 
neoplasique ou un syndrome de chevauchement 
sclerodermie-polymyosite, lupus erythemateux 
systemique (selon ethnies), connectivite mixte. 
Classiquement, on associe les anticorps anti- 
PM/Scl a une scleromyosite, les anti-Mi2 aux 
dermatomyosites et les anti-Ku aux syndromes de 
chevauchement. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche de ces specificites est indiquee en 
presence d'une fluorescence evocatrice en IFI sur 
cellules HEp-2. 

Les aspects de fluorescence guident le biolo- 
giste : la recherche de ces specificites sera done 
engagee si la fluorescence nucleaire sur cellules 
HEp-2 est evocatrice de titre eleve superieur au 
1/640 et en l'absence d'autres specificites d'anti- 
corps anti-antigenes nucleaires solubles plus cou- 
rantes. Enfin cette recherche est guidee par le 
contexte clinique. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les preievements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

En IFI sur cellules HEp-2, 1'aspect de fluorescence nucleaire est evocateur. 

On observe une fluorescence nucleaire finement granulaire respectant les nucleoles en presence 
d'anticorps anti-Mi2, une fluorescence nucleolaire en presence d'anticorps anti-PM/ScI et une 
fluorescence mouchetee et nucleolaire en presence d'anticorps anti-Ku. 

La specificite precise de I'anticorps est apportee par le test de seconde intention, immunodot, 
ELISA, FEIA, Ouchterlony. 

Recherche exclusive d'lgG. 

Type de methode 

Manuelle : immunodots. 

Semi-automatisee : IFI, ELISA, immunodots. 
Automatisee : FEIA. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Ces specificites sont rares et cette recherche doit s'inscrire dans le cadre d'une RCP 
clinico-biologique. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les techniques d'identification de la specificite peuvent faire I'objet de reactions positives non 
specifiques sans qu'on puisse identifier la cause de 1' interference. Un resultat positif en I'absence 
d'une fluorescence caracteristique sur HEp-2 conduit a suspecter une interference 
de la methode. 
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Fiche 7.3 

Anticorps anti-recepteurs de I'acetylcholine (ARACh) 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps anti-recepteur de I'acetylcholine 
(ARACh) participent (au moins partiellement) au 
processus pathologique conduisant a la faiblesse 
musculaire associee a la myasthenie. Les ARACh 
bloquent le recepteur de I'acetylcholine au niveau 
de la jonction neuromusculaire, conduisant a un 
defaut de transmission de l'influx nerveux par 
perte de l'expression fonctionnelle des RACh. II 
est decrit des formes de transmission materno- 
foetale de la pathologie par passage transplacen- 
taire des IgG ARACh. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La mise en evidence d 'ARACh est un element 
important de la mise en place du diagnostic de 


myasthenie. Du fait de l'heterogeneite de ces 
anticorps, il n'existe qu'une faible correlation 
entre les titres et Revolution de la maladie, ne 
conferant qu'une faible valeur pronostique aux 
titres eleves d'ARACh. L'evaluation des titres 
(leur decroissance) ne presente done pas un inte- 
ret majeur. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

En cas de suspicion clinique, la recherche des 
ARACh s'inscrit en premiere intention. 

Us peuvent etre absents des formes oculaires, 
cephaliques (face, cou, haut du tronc, muscles res- 
piratoires), situations justifiant alors la recherche 
d'autres specificites (anti-MuSK, notamment) 
(cf. Fiche 7.4). 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

La technique utilisee est un RIA dans lequel est realisee une immunoprecipitation des complexes 
formes entre les anticorps du patient et du recepteur soluble de I'acetylcholine (extrait de muscle 
humain) complexe a I'alpha-bungarotoxine marquee par I'isotope radioactif 125 de I'iode. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui (international). 

Performances du test 

Ces anticorps sont retrouves dans pres de 80-90 % des formes generalises et 60 % des formes 
oculaires pures. 

Causes d'erreur, limites du test 

Des faux positifs a taux faibles ont ete decrits au cours des connectivites (generalement < 1 ,5 fois 
le seuil). 

Limites : utilisation de I'iode 125 ( 125 l). 
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Fiche 7.4 

Anticorps anti-MuSK, anti-muscle strie et anti-titine 


Signification biologique du parametre 

La tyrosine kinase specifique du muscle (MuSK) 
est une proteine qui participe a l'agregation des 
recepteurs de 1' acetylcholine et a la transmission 
du signal de stimulation musculaire. La presence 
d'anticorps anti-MuSK au cours de la myasthenie 
a ete decrite a partir des annees 2000. Leur identi- 
fication prend tout son interet dans les formes 
seronegatives (absence d'ARACh). 

La titine est une tres grande proteine (3 000 kDa, 
son nom vient de « Titan*) filamenteuse presente 
dans le sarcomere. Elle participe a l'elasticite du 
muscle. Elle constitue une des cibles des anticorps 
anti-muscle strie, tout comme les recepteurs de la 
ryanodine vis-a-vis desquels des autoanticorps ont 
ete decrits. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche des anticorps anti-MuSK s'inscrit 
dans le cadre du diagnostic des myasthenies sero- 
negatives (sans ARACh) (cf. Fiche 7.3), notam- 
ment dans les atteintes limitees a la tete (formes 
oculomotrices), au haut du tronc et aux muscles 
diaphragmatiques (atteinte des muscles respira- 


toires). La presence d'anticorps anti-MuSK est 
associee a des formes cliniques particulieres resis- 
tantes aux therapeutiques conventionnelles. 

Les anticorps anti-muscle strie constituent de 
bons marqueurs de thymome associe a la myasthe- 
nie (80 % des myasthenies avec thymome), surtout 
chez le sujet jeune ou en presence de formes plus 
se veres. 

La recherche des anticorps anti-titine s'inscrit dans 
la recherche de thymome associe ou non aux 
manifestations de myasthenie. La presence d'anti- 
corps anti-titine semble traduire un pronostic plus 
severe et un mode de revelation plus tardif de la 
myasthenie. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Ces analyses s'inscrivent en seconde voire troi- 
sieme intention et ne justifient pas une recherche 
systematique. 

Seul un nombre limite de centres ont l'expertise 
requise pour les rechercher. La recherche de ces 
anticorps ne remplace pas les approches conven- 
tionnelles par imagerie de la loge thoracique ante- 
rieure pour le depistage d'un thymome. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au tacteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les anticorps anti-muscle strie (myofibrilles du muscle strie) sont recherches par IFI 
sur diaphragme de rat ou de singe. 

Les anticorps anti-MuSK, anti-titine et anti-recepteurs de la ryanodine sont detectes 
par methode RIA. 

Des techniques utilisant des traceurs froids sont en developpement. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Selon la litterature, 60-70 % des patients presentant une myasthenie sans ARACh 
ont des anticorps anti-MuSK. 

On observe des anticorps anti-muscles stries chez 90 % des patients avec thymome 
et myasthenie, 50 % des patients avec thymome sans myasthenie et 1 0 % des patients 
avec myasthenie sans thymome. 

Avant 60 ans, la presence d'anticorps anti-titine est tres evocatrice de thymome. L'absence 
de ces anticorps (quel que soit Cage) suggere I'absence de thymome. 

Causes d'erreur, limites du test 

II existe des myasthenies induites par la D-penicillamine utilisee pour le traitement 

de la polyarthrite rhumatoi'de dans lesquelles on peut trouver des anticorps anti-muscle strie. 
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Fiche 7.5 

Anticorps anti-antigenes onco-neuronaux et anticorps 
anti-NMDARr 


Signification biologique du parametre 

La presence d' anticorps anti-antigenes onco- 
neuronaux ttaduit une deregulation de la reponse 
immunitaire dirigee a la this contte des antigenes 
exprimes par des cellules tumorales (cancer pulmo- 
naire a petites cellules, sein, ovaire, testicule...) et 
ceux normalement exprimes au sein de constituants 
des systemes nerveux centtal ou peripherique, voire 
de la plaque motrice neuromusculaire. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La raise en evidence d'un anticorps anti- antigenes 
onco-neuronaux permet d'affirmer le caractere 
paraneoplasique du trouble neurologique et 
d'orienter la recherche du cancer, par exemple : 
anticorps anti-Hu dans le cancer pulmonaire a 
petites cellules, anti-Yo dans le cancer du sein ou 
ovarien. 


Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche des anticorps anti-onco-neuronaux 
s'inscrit en premiere intention devant des 
troubles neurologiques centraux ou periphe- 
riques d' installation subaigue associes a des ano- 
malies du LCR (de type inflammatoire), de 
l'imagerie (IRM) et/ou electromyographiques. 
II existe de nombreuses specificites d' anticorps 
anti-antigenes onco-neuronaux. Les plus fre- 
quentes sont recherchees de fagon combinee par 
IFI sur cervelet de singe. Un test immunodot 
peut aider a identifier les cibles. Ces approches ne 
revelent toutefois pas certaines specificites 
coniine les anti-recepteurs du NMDA (acide 
N-methyl-D-aspartique), VGKC (Voltage-Gated 
Potassium Channels ) ou VGCC ( Voltage-Gated 
Calcium Channel ) qui justifient la mise en oeuvre 
de methodes specialisees. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les preievements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

La detection des anticorps se fait par IFI sur cervelet de singe, avec une dilution de depistage 
a 1/10 et titration jusqu'a I'extinction de la fluorescence. 

L'immunodot est utilise pour identifier les specificites anti-Hu, anti-Yo, anti-Ri, 
anti-amphiphysine, anti-CV2, anti-Ma2/Ta. 

Enfin, on peut recourir a de I'lFI sur cellules transferees pour les anti-NMDA-R et les autres 
specificites (anti-AMPAR, GABA...). 

Recherche exclusive d'lgG. 

Type de methode 

Manuelles semi-automatisables. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui (anti-Hu, anti-Yo, anti-Ri). 

Performances du test 

La recherche par IFI requiert une grande expertise de lecture. 

Causes d'erreur, limites du test 

II est important de realiser une IFI sur cervelet de singe car elle peut reveler des aspects 
de fluorescence associes a des specificites non revelees par l'immunodot. Elle est egalement plus 
sensible que l'immunodot. Elle est toutefois sujette a de nombreuses interferences 
par des anticorps antinucleaires ou anti-mitochondries. 

L'immunodot manque de sensibilite et peut presenter des problemes de specificite 
(positifs non confirmes par IFI ou autres dots commerciaux). 

II existe enfin d'authentiques syndromes paraneoplasiques sans anticorps anti-antigenes 
onco-neuronaux. 
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Fiche 7.6 

Anticorps anti-NMO (neuromyelite optique) 
et anticorps anti-aquaporine de type 4 


Signification biologique du parametre 

Dans le cadre des atteintes inflammatoires neuro- 
logiques centrales, il est utile pour la prise en 
charge therapeutique de distinguer la sclerose en 
plaques de la neuromyelite optique (syndrome de 
Devic). Les aquaporines sont des proteines for- 
mant des pores impliques dans le transport de 
l'eau au travers des cellules. L'aquaporine 4 est 
reconnue par les anticorps NMO-IgG. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

S'il n'existe pas de marqueur serologique de la 
sclerose en plaques, la mise en evidence d'anticorps 


NMO-IgG est utile a l'etablissement du diagnos- 
tic et a la prise en charge therapeutique du syn- 
drome de Devic. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La prescription des anticorps NMO-IgG s'inscrit 
en premiere intention devant des manifestations 
evocatrices du syndrome de Devic (atteintes 
medullaires et nevrite optique). 


Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Une technique d'lFI est utilisee pour detecter les NMO-IgG sur coupe de cervelet de singe 
et les anticorps anti-aquaporine 4 sur cellules transfectees. La cytometrie en flux 
peut egalement etre utilisee sur les cellules transfectees. 

Recherche exclusive d'lgG. 

Cette recherche requiert une expertise limitant sa realisation aux laboratoires specialises. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

La sensibilite est de 50 a 70 % et la specificite superieure a 95 %. 

II existe des formes cliniques de syndrome de Devic sans anti-NMO-IgG et sans anti-aquaporine 4. 

Causes d'erreur, limites du test 

La lecture des aspects d'immunofluorescence indirecte sur cervelet de singe justifie d'une 
experience de lecture. 
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Exploration de I'auto-immunite 


Fiche 7.7 

Anticorps anti-gangliosides 

Signification biologique du parametre 

Les gangliosides sont des glycosphingolipides 
membranaires comprenant une partie ceramide 
membranaire et une partie pouvant interagir avec 
des autoanticorps. Ils comprennent un a quatre 
groupements sucres et un a quatre groupements 
d'acides sialiques composant des gangliosides 
mono-(M), di-(D), tri-(T) ou quadri-(Q)-sialyles. 
L' expression de certains gangliosides est enrichie 
au niveau du systeme nerveux, particulierement au 
sein des noeuds de Ranvier. Ils interagissent, a ce 
niveau, avec de nombreux partenaires moleculaires 
tels que les canaux ioniques et les glycoproteines 
d' adherence. Des epitopes sont partages entre dif- 
ferents gangliosides et des agents pathogenes, tels 
que le lipopolysaccharide (LPS) de Campylobacter 
jejuni et des proteines virales du virus d'Epstein- 
Barr. La presence d'anticorps anti-gangliosides est 
rapportee au cours des neuropathies peripheriques 
motrices avec bloc de conduction (NMBC) ou 
sans bloc de conduction. On les decrit egalement 
dans le cadre de neuropathies peripheriques sensi- 
tives integrees ou non a un tableau plus complexe 
qui associe agglutinines froides, IgM monoclonale, 
ophtalmoplegie et ataxie (CANOMAD, rarement 
complet). L'activite autoanticorps est parfois por- 
tee par des immunoglobulines monoclonales, le 
plus souvent d' isotype IgM. 

Le deuxieme domaine de pathologies associees 
aux anticorps anti-gangliosides est celui des poly- 
radiculonevrites aigues, telles que le syndrome de 
Guillain-Barre, caracterisees par une atteinte axo- 
nale avec une presentation clinique motrice 
(AMAN, Acute Motor Axonal Neuropathy) ou a 
predominance motrice AMSAN (Acute Motor 
Sensory Axonal Neuropathy ) et des variants carac- 
terises par une atteinte ophtalmologique associee a 
une atteinte radiculair (syndrome de Miller- 
Fischer) ou isole (syndrome de Bickerstaff). Plus 
rarement, on observe des anticorps antiganglio- 
sides dans les cas de polyradiculonevrites aigues 
demyelinisantes (pourtant les plus frequentes en 
France) et en cas de polyradiculonevrite chro- 


nique. Ces anticorps pourraient alterer la trans- 
mission nerveuse ou induiraient des lesions par 
activation de la cascade du complement et de 
macrophages recrutes. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche des anticorps anti-gangliosides est 
utile au diagnostic des syndromes de Guillain- 
Barre et de ses variants, et de certaines neuropa- 
thies motrices ou sensitives chroniques. Leur 
interet dans le suivi et la prise en charge therapeu- 
tique n'est pas prouve. Le profil de reach vites varie 
en fonction de la pathologie du fait du partage 
d'epitopes entre les gangliosides. L'isotype des 
anticorps peut etre IgG, IgM ou IgA. 

La recherche des anticorps anti-gangliosides est 
indiquee dans trois conditions. 

Dans le cadre des neuropathies avec ou sans bloc 
de conduction, on doit rechercher des IgM anti- 
GM1. Leur frequence varie entre 30 et 80 % en 
fonction des techniques utilisees et de l'experience 
du laboratoire. Les anticorps reconnaissent sou- 
vent un epitope partage avec le GDlb, rnais sa 
recherche n'a pas d' interet medical majeur. Le 
taux n'est pas indicateur de reponse therapeutique 
aux immunoglobulines intraveineuses. Les taux 
d'anticorps ne varient pas sous traitement. On 
peut egalement observer des anticorps anti-GMl 
d'isotype IgG en cas de neuropathies motrices 
chroniques sans bloc de conduction, generale- 
ment sensibles au traitement par immunoglobu- 
lines intraveineuses. 

Dans le cadre des neuropathies sensitives, il est 
indique de rechercher des IgM anti- GDlb qui 
reconnaissent un epitope disialyle commun avec 
le GTlb, GQlb et le GD3 mais non partage avec 
le GM1. L'activite est le plus souvent portee par 
une IgM monoclonale, souvent discrete et qui 
peut ne pas etre detectee en routine dans 50 % des 
cas. II n'y a pas de correlation entre le titre des 
anticorps et la gravite clinique ni de modification 
des titres sous traitement. 
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Le profil des gangliosides reconnus est plus diver- 
sify dans le cadre des polyradiculonevrites aigues. 
Au debut de la pathologie, les anticorps sont 
d'isotype IgG, IgM voire IgA (non explorees en 
pratique). Les titres sont maximaux au debut de la 
maladie et diminuent ensuite. Les IgG se nega- 
tivent en dernier. On associe les syndromes de 
Guillain-Barre axonaux moteurs a la presence 
d'IgG anti-GMl et anti-GDla. Ces cas sont sou- 
vent precedes d'une infection digestive a 
Campylobacter jejuni. On peut observer des IgG 
anti-GDlb dans des cas de syndromes de Guillain- 
Barre sensitifs purs. On observe des IgG anti- 
GM2 dans les syndromes de Guillain-Barre severes 
consecutifs a une infection a CMV qui associent 
une atteinte des nerfs craniens et des troubles sen- 
sitifs predominants. En cas d' atteinte ophtalmo- 
plegique (syndrome de Miller- Fischer et syndrome 
de Bickerstaff), la presence d'anticorps IgG anti- 


GQlb constitue un marqueur specifique. Dans les 
formes bulbaires, on identifie des anticorps 
anti-GTla. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Deux strategies d'identification peuvent etre utili- 
sees en routine : 

• recherche d'une combinaison de specificites sur 
un panel de gangliosides pour identifier un profil 
de reactivites, suivie de 1' identification dans un 
deuxieme temps de l'isotype (IgM ou IgG) des 
autoanticorps ; 

• recherche de fagon ciblee d'une reactivite IgM 
ou IgG specifique d'un ganglioside (GM1, GDlb 
ou GQlb) ou un complexe de gangliosides (GM1- 
GalCer) en fonction du contexte clinique qui est 
alors necessairement precise par le prescripteur. 
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Nature du prelevement 

Tube sec (avec ou sans gel separateur). 

La recherche dans le LCR n'a pas d'interet diagnostic. 

Recommandations pour la 
qualite 

du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les antigenes sont deposes sur differents supports : plastique, membrane PVDF, gel de silice. Le 
milieu de coating et la concentration de I'antigene sont des parametres critiques. L'incubation des 
anticorps se fait a 4 °C pour faciliter la fixation des IgM. Apres incubation, la fixation des autoanticorps 
est revelee avec des antiserums anti-isotype conjugues a une enzyme et une reaction colorimetrique. 
La lecture est soit visuelle (dot-blot) soit realisee par un lecteur de microplaques. La methode de 
dot-blot n'est pas quantitative et son interpretation difficile pour les titres faibles. Cette technique 
commerciale reste accessible a des laboratoires de routine qui pratiquent de petites series. 

La recherche par ELISA permet une quantification par titration ou par mesure de I'intensite de la 
densite optique (trousses commerciales). La titration est superieure a revaluation de I'intensite de 
la reaction, mais demande une evaluation en deux temps et est consommatrice de reactifs. 

II existe enfin des methodes en immunoempreinte sur couche mince apres chromatographie et en 
cytometrie en flux qui permettent une meilleure mise en conformation de I'antigene, mais elles ne 
sont utilisees qu'en recherche. 

La recherche sur coupe de tissus est peu sensible mais pourrait detecter des reactivites dirigees 
contre d'autres antigenes. 

Type de methode 

Manuelles : ELISA, immunodots a temperature refrigeree (tester I'influence du lavage automatise 
pour I'ELISA). 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

Quantitative (ELISA) : resultat rendu en unite ou en titration. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

II n'existe pas de consensus international sur la methode et les parametres techniques a utiliser. 
Globalement, 30 % des syndromes de Guillain-Barre sont associes a des anticorps anti- 
gangliosides et 60 % des syndromes de Guillain-Barre post-infectieux 
(Campylobacter jejuni, CMV, mycoplasme). Seule I'identification IgG est utile. 

Pour, les NMBC, la sensibilite varie de 30 a 70 % en fonction des tests. 

Les sensibilite et specificite des IgM monoclonales anti-gangliosides disialyles sont excellentes 
dans le cadre du CANOMAD. 

Cette recherche doit s'inscrire dans le cadre d'un RCP clinico-biologique. 

Causes d'erreur, limites du test 

La qualite des antigenes utilises dans les coffrets a disposition est un parametre critique (origine 
differente des antigenes, variabilite inter-lots, alteration, mauvaise qualite intrinseque. . .). 

En cas de pathologie chronique, les taux ou titres sont stables. A titre devaluation inter-essais, il 
peut etre utile de controler les resultats obtenus de fagon iterative. En cas d'autoanticorps associes 
a une infection ou reactionnels a une pathologie neurologique neurodegenerative, la recherche peut 
se negativer a distance. 

On peut observer des anticorps anti-gangliosides dans des circonstances pathologiques, en 
particulier en cas d'episode infectieux et associees a des pathologies neurologiques aigues comme 
des crises d'epilepsies. On considere le plus souvent que les anticorps sont secondaires. 
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Fiche 7.8 

Anticorps anti-myeline/MAG et anti-SGPG 


Signification biologique du parametre 

Dans le bilan des neuropathies peripheriques sen- 
sitives ou a predominance sensitive, il est indique 
de rechercher une immunoglobuline monoclonale 
(le plus souvent IgM) a activite anti-MAG et/ou 
anti-sulfatides qui peut etre associee a plusieurs 
entites clinico-biologiques : gammapathie mono- 
clonale de signification inconnue (MGUS), mye- 
lome ou maladie de Waldenstrom. Une activite 
auto-immune d'isotype IgG est exceptionnelle. Le 
tableau clinique est celui d'un patient le plus sou- 
vent age presentant une neuropathie sensitive 
d'evolution chronique. L'analyse de l'electromyo- 
gramme (EMG) revele un effondrement des 
vitesses de conduction nerveuse avec une latence 
distale traduisant une dispersion des signaux. 
L'IgM monoclonale reconnait un epitope com- 
mun a la MAG {Myelin- Associated Glycoprotein ), 
au sulfo-glucuronyl-paragloboside (SGPG) et au 
sulfo-glucuronyl-lactosaminyl-paragloboside 
(SGPLG). Dans certains cas, avec ou sans immu- 
noglobuline monoclonale, on detecte des anti- 
corps anti-SGPG alors que les anticorps anti-MAG 
sont negatifs. La recherche d'anticorps anti-mye- 
line en IFI est positive en presence d'anticorps 
anti -MAG, avec un aspect typique perimyelinique 
et peri- axonal. Cette technique permet de reveler 
d'autres reactivites dirigees contre differents com- 
posants du nerf peripherique (axone, substance 
intercellulaire, epaisseur de la myeline), depassant 
le cadre des neuropathies peripheriques sensitives. 
La physiopathologie de la neuropathie anti-MAG 
est mal comprise. II existe des depots d'immuno- 


globuline monoclonale dans le nerf, identifies sur 
une biopsie nerveuse. II n'y a pas de correlation 
entre le titre des anti-MAG et la severite. En cas de 
neuropathie peu evolutive (la majorite des cas), la 
prise en charge therapeutique aboutit souvent a 
l'abstention, puisque les approches therapeutiques 
sont souvent inefficaces. En cas de pathologie plus 
severe, d'autre processus (inflammatoires) parti- 
cipent probablement aux lesions et on peut obser- 
ver une amelioration sous traitement. 

Objectifs de l'analyse et principales 
indications 

Les anticorps anti-MAG sont a rechercher en pre- 
sence d'une IgM monoclonale et d'une neuropa- 
thie sensitive ou sensitivo-motrice a predominance 
sensitive, symetrique, debutant aux membres infe- 
rieurs, d'evolution chronique avec atteinte dernye- 
linisante a l'EMG. L'IgM monoclonale est 
generalement de faible taux et doit etre recherchee 
par immunofixation avec un depot de serum pur. 
La technique en electrophorese capillaire ne revele 
pas ce type d'IgM monoclonale; aussi, en cas de 
doute, il est possible de rechercher l'activite 
anti-MAG. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche d'anti-MAG evite la realisation 
d'une biopsie nerveuse. Les taux de l'activite anti- 
MAG suivent 1' evolution en quantite du pic 
monoclonal. Le suivi du taux n'est indique que 
dans le cadre de protocole therapeutique. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution 
pour les prelevements citrates et aux interferences si tube beparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Congeler rapidement apres reception et decantation. 

Mode de conservation 

Ne pas conserver refrigere. 

Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les IgM anti-myeline sont d'abord recherchees par IFI sur coupe de nerf sciatique de singe. En cas 
de positivite, le caractere monoclonal de la reponse IgM est recherche par IFI a I'aide d'immuns 
serums anti-chaines legeres kappa et lambda. Le dosage des IgM anti-MAG est realise par ELISA 
mais ne permet pas de demontrer la restriction d'usage des chaines legeres. 

Type de methode 

Manuelles : IFI, ELISA commercial, western blot dans les laboratoires referents. 

Type de mesure 

Qualitative (IFI) ou quantitative (ELISA). 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Evaluation difficile. L'lFI sur coupes de nerf sciatique de singe pour la detection des anticorps 
anti-myeline a une sensibilite de I'ordre de 80 % et une specificite > 95 % en cas d'lgM 
monoclonale. Les ELISA anti-MAG ont une sensibilite superieure a 95 % et une specificite d'environ 
85 % et les ELISA anti-SGPG/SGLPG une sensibilite et une specificite superieures a 95 %. 

Des faux positifs sont rapportes notamment pour des taux faibles. 

Cette recherche doit s'inscrire dans le cadre d'un RCP clinico-biologique. 

Causes d'erreur, limites du test 

La qualite des antigenes utilises dans les coffrets a disposition est un parametre critique (variabilite 
inter-lots, alteration, mauvaise qualite intrinseque. . .). En cas de reponse positive, s'assurer de la 
presence d une IgM monoclonale serique par immunofixation (une reponse positive est toujours 
monoclonale). II existe de grandes variabilites inter-laboratoires. 
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Fiche 8.1 

Anticorps anti-membrane basale cutanee, 
anti-BP180 et anti-BP230 


Signification biologique du parametre 

Dans le cadre des dermatoses bulleuses auto- 
immunes (DBAI), ces autoanticorps sont des mar- 
queurs des maladies auto-immunes de la jonction 
dermoepidermique du groupe des pemphigoides : 
pemphigoide bulleuse, pemphigoide de la gros- 
sesse et pemphigoide des muqueuses ou cicatri- 
cielle. Leur action pathogene conduit au clivage 
de la jonction dermoepidermique. Ils sont diriges 
principalement contre les molecules BP 180 
(BPAG2) et/ou BP230 (BPAG1) de l'hemides- 
mosome de la membrane basale et souvent asso- 
cies aux sous-classes IgG4 et IgGl. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche de ces anticorps est utile au diagnos- 
tic et au suivi des pemphigoides en complement 
des donnees cliniques, histologiques et d' immu- 
nofluorescence directe sur biopsie cutanee. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Dans le cadre du diagnostic biologique des DBAI, 
la recherche et le titrage des anticorps anti-mem- 
brane basale par IFI sont indiques en premiere 
intention. La localisation du marquage (epider- 
mique et/ou dermique) est utile au diagnostic dif- 


ferentiel des DBAI de la jonction dermoepidermique 
qui comprend les pemphigoides et d'autres mala- 
dies plus rares dont l'epidermolyse bulleuse acquise. 
Les autoanticorps observes dans la pemphigoide 
bulleuse et la pemphigoide de la grossesse sont 
associes a un marquage epidermique, ceux observes 
dans la pemphigoide cicatricielle sont associes a un 
marquage epidermique et/ou dermique et le mar- 
quage est dermique dans les epidermolyses bul- 
leuses acquises. La recherche des anti-BP180 est 
indiquee en premiere intention dans les pemphi- 
goides de la grossesse. Les dosages des anti-BP180 
et anti-BP230 sont realises en complement d'une 
IFI positive anti- membrane basale pour confirmer 
le diagnostic de pemphigoide bulleuse. Ils peuvent 
aussi etre recherches en seconde intention en cas de 
forte suspicion clinique associee a une IFI negative 
ou en cas de maladie bulleuse atypique. 
L'immunoblot sur extraits tissulaires ou cellulaires 
est reserve, en troisieme intention, au diagnostic 
differentiel des maladies bulleuses plus rares ou a la 
confirmation du diagnostic des pemphigoides dans 
les rares cas ou la recherche des anti-BP230 et 
BP180 est negative en ELISA. 

Les anti-BP180 sont utiles dans le suivi de la mala- 
die. La persistance de titres eleves est un indicateur 
de rechute a l'arret du traitement. La place des 
anti-BP230 dans le suivi de la maladie est encore a 
l'etude. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

Les anticorps sont recherches en IFI sur oesophage de singe, le plus utilise, ou sur peau humaine, 
oesophage de rat ou de cobaye. L'lFI sur peau de primate clivee au NaCI est plus sensible. Un titre 
doit etre rendu sur au moins un substrat. Les tests ELISA (anti-BPI 80 et anti-BP230) utilisent des 
antigenes recombinants. Les ELISA anti-BPI 80 disponibles utilisent le fragment NCI 6A de BP1 80 
qui est I'epitope principal au cours des pemphigoides. En raison de I'absence de standardisation, 
les taux doivent etre suivis avec la meme methode. 

L'immunoblot (antigenes natifs et eventuellement recombinants) est realise dans des centres 
specialises avec des techniques maison. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisable (automate preparateur de lames) pour I'lFI. 
Manuelle ou automatisable pour I'ELISA. 

Manuelle pour l'immunoblot. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables pour les methodes d'lFI (titrage). 
Quantitative pour les methodes ELISA (unites arbitraires). 

Qualitative pour l'immunoblot. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Dans la pemphigoide bulleuse, la sensibilite est de 80 % en IFI, de 76 a 86 % pour les anti-BPI 80 
et d'environ 60 % pour les anti-BP230. 

Dans la pemphigo'ide cicatricielle, la sensibilite de I'lFI est seulement de I'ordre de 20 % et monte 
a 50 % sur peau clivee. 

La cible des autoanticorps est heterogene : anti-BPI 80 (50 a 75 % de sensibilite), anti-BP230 
(25 % habituellement associe a des anti-BPI 80), anti-laminine 332 (25 %), anti-integrine a 6 P 7 , 
laminine 31 1 , collagene VI entre autres. 

L'epidermolyse bulleuse acquise, diagnostic differentiel des pemphigoides, est associee 
a la presence d'anticorps anti-collagene VII. 

Dans la pemphigo'ide de la grossesse, la sensibilite des anti-BPI 80 est superieure a 90 %. 

La specificity de I'ensemble des methodes est superieure a 95 %. 

Causes d'erreur, 
limites du test 

Variability des resultats selon les laboratoires et les substrats. 
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Fiche 8.2 

Anticorps anti-substance intercellulaire d'epithelium 
malpighien (SIC), anti-desmogleine 1 (Dsgl), 
anti-desmogleine 3 (Dsg3) et anti-envoplakine 


Signification biologique du parametre 

Dans le cadre des dermatoses bulleuses auto- 
immunes (DBAI), ces autoanticorps sont des mar- 
queurs des pemphigus. Leur action pathogene 
conduit au clivage des keratinocytes intraepider- 
rniques responsable du phenomene d'acantholyse. 
Les anticorps anti-substance intercellulaire (SIC) 
sont diriges contre des molecules du desmosome : 
la desmogleine 1 (Dsgl), la desmogleine 3 (Dsg3) 
et, plus rarement, l'envoplakine. Les autoanticorps 
du pemphigus vulgaire sont diriges contre la 
Dsg3, associes ou non aux anti-Dsgl. Les anti- 
corps associes au pemphigus superficiel (foliace) 
sont les anti-Dsgl. Le pemphigus paraneoplasique 
est caracterise par la presence egalement d'autoan- 
ticorps anti-plakine (dont les anti-envoplakine) et 
eventuellement d'anti-BP230 des pemphigoides. 
Ces autoanticorps sont de classes IgG4 et IgGl. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche de ces anticorps est utile au diagnos- 
tic et au suivi des pemphigus en complement des 


donnees cliniques, histologiques et de l'immuno- 
fluorescence directe sur biopsie cutanee. 

Place dans la hierarchie 
d'un bilan d'exploration 

Dans le cadre du diagnostic biologique des 
DBAI, la recherche et le titrage des anti-SIC par 
IFI sont indiques en premiere intention. Les 
dosages des anti-Dsgl et anti-Dsg3 sont realises 
en complement de l'identification d'anticorps 
anti-SIC pour confirmer le diagnostic de pem- 
phigus. Ils peuvent etre recherches en cas de 
forte suspicion clinique de pemphigus alors que 
1 'IFI reste negative ou en cas de maladie bul- 
leuse atypique. Les anti-Dsgl et anti-Dsg3 sont 
utiles au suivi car leur taux est correle a l'activite 
de la maladie et leur persistance a un titre eleve 
est un indicateur de rechute a 1' arret du traite- 
ment. La mise en evidence d'anticorps anti- 
envoplakine est reservee aux suspicions de 
pemphigus paraneoplasique. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Plasma acceptable exceptionnellement. Attention au facteur de dilution pour les prelevements 
citrates et aux interferences si tube heparine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante si duree < 24 heures ; sinon, refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du tube decante et refrigere : 4 semaines. 
Conservation du tube decante et congele : > 1 an. 
Eviter les etapes de congelation/decongelation. 

Principe methodologique 

La recherche de ces anticorps est effectuee en IFI sur oesophage de singe (le plus sensible), de 
cobaye ou de rat, ou sur peau de primate superieur. Un titre doit etre rendu. L'lFI sur epithelium 
transitionnel (vessie de rat ou de singe) peut etre realisee dans un contexte de pemphigus 
paraneoplasique. 

Les tests ELISA (anti-Dsgl , anti-Dsg3, anti-envoplakine) utilisent des antigenes recombinants. 

En raison de I'absence de standardisation, les taux doivent etre suivis avec la meme methode. 
L'immunoblot (antigenes natifs et eventuellement recombinants) est realise dans des centres 
specialises sur des extraits tissulaires ou cellulaires en cas de suspicion de pemphigus 
paraneoplasique. II peut permettre la mise en evidence des autoanticorps diriges contre les plakines 
(dont les anti-envoplakine). 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisable (automate preparateur de lames) pour I'lFI. 
Manuelle ou automatisable pour I'ELISA. 

Manuelle pour l'immunoblot. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables pour les methodes d'lFI (titrage). 
Quantitative pour les methodes ELISA (unites arbitraires). 

Qualitative pour l'immunoblot. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

La sensibilite de I'lFI est de 80 % et celle des anti-Dsgl et 3 de 90 % dans le pemphigus. Dans le 
pemphigus paraneoplasique, celle des anti-envoplakine est de 60 %. 

La specificite de I'ensemble des methodes est superieure a 95 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les anticorps de groupe sanguin AB peuvent donner un marquage de type anti-SIC (faux positif) en 
IFI et doivent etre neutralises par des reactifs commerciaux. 
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Exploration de I’immunite humorale 


Synopsis XIV 


Exploration d'un deficit immunitaire 

Les deficits immunitaires hereditaires humoraux 
sont les plus frequents de tous les deficits immu- 
nitaires hereditaires, qui sont des maladies rares, 
avec une frequence estimee a moins de 1 pour 
5 000 naissances. Les deficits immunitaires here- 
ditaires doivent etre diagnostiques le plus preco- 
cement possible, en raison de la predisposition 
aux infections qu'ils entrainent, pouvant enga- 
ger le pronostic vital. Actuellement, plus de 
deux cent vingt deficits immunitaires heredi- 
taires differents ont ete decrits, avec une cause 
genetique identifiee pour deux cents d'entre 
eux. Les deficits immunitaires hereditaires 
humoraux sont caracterises par un defaut com- 
plet, partiel ou selectif de production d'anticorps 
ou d'immunoglobulines par les lymphocytes B. 
Ils rassemblent une variete d 1 affections liees a 
des mutations de genes importants dans la diffe- 
renciation, la maturation et la fonction des lym- 
phocytes B comme, par exemple, les mutations 
hemizygotes du gene BTK responsables de 
l'agammaglobulinemie liee a l'X (maladie de 
Bruton), les genes impliques dans les syndromes 
hyper-lgM ou les genes impliques dans les defi- 
cits immunitaires communs variables (DICV). 
Les deficits immunitaires combines qui associent 
un deficit lymphocytaire T s'accompagnent sou- 
vent egalement d 1 anomalies de l'immunite 
humorale. 

L 1 orientation des explorations immunologiques 
a realiser depend essentiellement de l'anamnese 


clinique precise avec les signes d'alerte (notam- 
ment la survenue d'infections severes, recur- 
rentes et/ou inhabituelles) et d'examens 
simples, realisables en routine, tels qu'un hemo- 
gramme, un dosage ponderal des immunoglo- 
bulines et des serologies post-vaccinales et/ou 
post-infectieuses . 

La diversite des atteintes genetiques impliquees 
dans les deficits immunitaires hereditaires est 
responsable d'un grand nombre de phenotypes 
associes, en plus de la susceptibilite accrue aux 
infections : pathologies malignes, auto-immunes 
ou auto-inflammatoires, ou encore syndromes 
d' activation lympho-histiocytaire. Dans la majo- 
rite des cas, les symptomes apparaissent des les 
premieres annees de vie. Toutefois, certains 
deficits immunitaires hereditaires tels que le 
DICV peuvent se manifester plus tardivement 
(entre 15 et 30 ans), d'ou la necessite d'evoquer 
le diagnostic de deficit immunitaire hereditaire 
a tout age. Ce diagnostic est primordial afin 
d'instaurer rapidement un traitement adapte 
aux patients et a leur famille : antibiotherapie 
prophylactique, traitement substitutif, voire 
greffe de cellules souches hematopoietiques 
(CSH) ou therapie genique dans certains cas. 
De plus, 1' identification des defauts genetiques 
en cause permet l'acces a un conseil genetique 
pour les families concernees et, de maniere plus 
generale, une meilleure comprehension des 
mecanismes physiopathologiques sous-jacents. 




Signes d’alerte 


Anomalies 


Numeration-formule sanguine 
Dosage d’lgG, IgA, IgM seriques 
Serologies vaccinales 


Normal 


Serologies isolees basses 
apres revaccination 


Lymphopenie isolee 
et controlee 


r \ 

Lymphocytes 
normaux ou bas 
Baisse des IgG 
Serologies basses 


Immunophenotypage lymphocytaire T, B et NK 
± Proliferations lymphocytaires T 


LT = N 

LB = N ou abaisses 
Proliferations T = N 


LB = 0 LT = N ou abaisses 
Proliferations T 
basses 


LT = 0 


Deficit Agamma- Deficit immunitaire 

de I'immunite globulinemie combine 

humorale Maladie de Bruton (DIC) 


Deficit immunitaire 
combine severe 
(DICS) 



LB, lymphocytes B ; LT, lymphocytes T ; NK, Natural Killer ; N, normal ; NBT, test de reduction au nitrobleu de tetrazolium ; Ig, immunoglobuline. 
(D’apres : Picard C. La Revue du Praticien 2007 ; 57.) 


to 
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Exploration de I’immunite humorale 


Fiche 9.1 

Electrophorese des proteines seriques (proteinogramme) 


Signification biologique du parametre 

L' electrophorese des proteines seriques (EPP) 
permet une analyse qualitative et quantitative des 
six fractions majeures des proteines circulantes en 
fonction de leur charge electrique. II s'agit de l'al- 
bumine et des globulines alpha 1, alpha 2, beta 1, 
beta 2 et gamma. La fraction des gammaglobu- 
lines contient les immunoglobulines. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Cet examen global est indique prealablement a 
toute autre exploration des proteines seriques, 


ses indications sont done tres larges. L'EPP est 
prescrite devant une anomalie du taux des pro- 
teines non expliquee par l'hemodilution ou l'he- 
moconcentration, dans les suspicions de deficits 
immunitaires (diminution) ou de maladies 
immunoproliferatives (pic). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un examen d'orientation a effectuer en 
premiere intention. Le delai de re -prescription 
doit etre superieur a 21 jours. 
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Nature du prelevement 

Sang preleve sur tube sec (serum). 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport possible du serum a temperature ambiante (24 heures maximum). 

Mode de conservation 

Refrigere ou congele. 

Principe methodologique 

Le principe de l'electrophorese est une methode physique de fractionnement des proteines ionisees 
lorsqu'elles sont soumises a un champ electrique dans des conditions definies de force ionique, de 
pH, de duree et d'intensite du courant electrique applique. Apres migration, les proteines seriques 
sont separees en six fractions, de la serumalbumine la plus anodique aux gammaglobulines les plus 
cathodiques. 

L'electrophorese de zone est realisee sur un support poreux en couche mince d'agarose. Sous 
I'impulsion du champ electrique, en tampon alcalin a pH 8,6 a 9,2, les proteines seriques se 
deplacent dans le gel vers I'anode. Les fractions sont ensuite fixees dans le support par I'acide 
acetique et I'alcool puis revelees par combinaison avec un colorant des proteines (noir amide ou 
cristal violet). La densitometrie (X = 570 nm pour le noir amide) donne une quantification precise de 
chaque fraction individualist. 

On peut egalement realiser une electrophorese capillaire de zone en veine liquide, dans un tampon 
de pH 10, sous voltage eleve. La migration s'effectue dans un capillaire de silice fondue protege par 
une gaine en aluminium. Le systeme optique est constitue d'une lampe au deuterium, la cellule de 
detection comporte un filtre UV a 200 nm. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative et quantitative. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Electrophorese de zone : sensibilite 93,5 %, specificite 98,9 %. 
Electrophorese capillaire : sensibilite 97,2 %, specificite 93,7 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

La presence d'une hemolyse tranche, d'un aspect lactescent, de fibrine, de produits de 
contraste iodes et de certains antibiotiques peut conduire a des pics artefactuels. En I'absence 
d'uniformisation des techniques, il est preferable que le suivi d'un patient soit realise dans le 
meme laboratoire. 

L'electrophorese de zone est excellente pour visualiser directement sur le gel les tout petits pics 
(micropics). 

L'electrophorese capillaire est adaptee a un protidogramme classique (routine haut debit, 
alimentation en continu des echantillons) mais n'est pas recommandee pour la recherche 
d'immunoglobulines monoclonales avec un recrutement hospitalier car elle ne donne pas de 
visualisation du gel et met mal en evidence les chaines legeres monoclonales isolees. Elle manque 
par ailleurs de souplesse avec trois modes de dilutions figes (standard, hypogammaglobulinemie, 
hypergammaglobulinemie). Elle ne dispense pas d'une immunoelectrophorese ou d'une 
immunofixation dans 30 % des cas (douteux). 
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Exploration de I’immunite humorale 


Fiche 9.2 

Dosage ponderal des immunoglobulines (IgG, IgA, IgM) 


Signification biologique du parametre 

Les immunoglobulines, anciennement denom- 
mees gammaglobulines, sont les elements princi- 
paux de l'immunite humorale, synthetises par les 
plasmocytes issus de la differenciation terminale 
des lymphocytes B. Elies ont une fonction d'anti- 
corps. On les trouve dans le plasma et la plupart 
des liquides biologiques. Leurs concentrations 
varient avec l'age. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les immunoglobulines seriques (IgG, IgA, IgM) 
peuvent etre anormalement basses en cas de 
defaut de synthese chez les patients atteints de 
deficit immunitaire hereditaire (cf. Synopsis XIV). 
Les IgG peuvent egalement etre diminuees en cas 
de fuite excessive renale (syndrome nephrotique) 


ou digestive (enteropathie exsudative). Lorsque la 
concentration des IgG seriques est basse, des 
injections d'IgG (substitution Ig IV) peuvent etre 
prescrites apres evaluation du risque infectieux. 
Par ailleurs, chacune des classes d'immunoglobu- 
lines peut etre augmentee, principalement dans cer- 
tains syndromes lymphoproliferatifs B matures, au 
cours d'infections ou de maladies auto-immunes. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le dosage des immunoglobulines intervient en 
premiere intention lors d'une suspicion de deficit 
de Pimmunite humorale, qui peut etre congenital 
ou acquis. II est egalement pertinent pour le suivi 
du taux residuel des IgG au cours des substitu- 
tions Ig IV ou SC. Ce dosage est realise egalement 
dans le suivi des syndromes lymphoproliferatifs B. 


Nature du prelevement 

Serum ou plasma (EDTA) selon les instruments. 

Autres liquides biologiques sur indications specifiques. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

De preference a jeun. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Refrigere ou congele. 

Principe methodologique 

La nephelemetrie et la turbidimetrie sont les techniques les plus utilisees pour mesurer la 
concentration des immunoglobulines par immunoprecipitation. Un complexe immun est forme lors 
de I'addition a I'echantillon a doser d un anticorps polyclonal d'origine animale specifique d'un 
isotype (IgG, IgA ou IgM). La nephelemetrie et la turbidimetrie consistent a mesurer I'intensite 
de la lumiere respectivement diffractee ou transmise par ces complexes pour la relier a une 
concentration grace a une gamme d'etalonnage. 

II est egalement possible de doser les concentrations d'immunoglobulines en immunodiffusion 
radiale ou par une methode ELISA. 

Type de methode 

Automatisee en nephelemetrie ou turbidimetrie. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Bonnes, sauf pour les valeurs les plus basses (preferer dans ce cas la methode nephelemetrique). 

Causes d'erreur, limites du test 

Interferences : IgG d'origine maternelle chez le nouveau-ne en raison du passage transplacentaire 
au cours du 3" trimestre de la grossesse, substitution IgG IV ou SC, gammapathies monoclonales 
(valeurs erronees). 

L'interpretation du dosage doit tenir compte des normes etablies en fonction de l'age du patient. 
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Fiche 9.3 

Dosage des sous-classes d'lgG (IgGI, lgG2, lgG3, lgG4) 
et des sous-classes d'lgA (IgAI, lgA2) 


Signification biologique du parametre 

Deux isotypes d'immunoglobulines presentent un 
polymorphisme des chaines lourdes definissant 
des sous-classes : ce sont les IgG (IgGI a IgG4) et 
les IgA (IgAI et IgA2). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage des sous-classes d'lgG a pour objectif la 
recherche d'une anomalie de l'expression d'une 
ou plusieurs d'entre elles. Un deficit en une ou 
plusieurs sous-classes d'lgG est un marqueur bio- 
logique en faveur d'un deficit de I'immunite 
humorale, rnais on ne peut parler de deficit inimu- 
nitaire que si le patient presente egalement des 
manifestations infectieuses associees au deficit bio- 
logique en sous-classes. Une elevation des IgG4 
associee a des signes cliniques evocateurs peut 
evoquer une maladie sclerosante avec hyper- IgG4. 
A noter qu'il n'existe pas de normes pour les 
valeurs inferieures des IgG4. 

Le deficit en sous-classes d'lgA est une entite qui 
n'est pas connue. II n'y a aucune pertinence cli- 
nique a le rechercher car il n'existe pas dans la lit- 
terature d' element montrant le moindre interet a 
doser les sous-classes d'lgA, rnalgre l'existence de 
reactifs specifiques (anti corps monoclonaux) per- 
mettant de le faire. 


La principale indication est la suspicion de deficit 
en sous-classes d'lgG sur des arguments tels que : 
infections a repetition (plus de huit par an avant 
4 ans, plus de quatre par an pour les plus de 4 ans), 
presence d'un deficit en IgA, d'une dilatation des 
branches sans etiologie connue ou d' antecedents 
familiaux de deficit en sous-classes ou en une autre 
immunoglobuline. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Cet examen ne doit jamais etre effectue en pre- 
miere intention et doit etre prescrit apres avis 
pediatrique specialise. II doit etre realise apres un 
dosage ponderal des IgG totales (cf. Fiche 9.2) 
et une exploration serologique post-vaccinale 
(cf. Fiche 9.4) et/ou infectieuse chez des enfants 
ages de plus de 20 rnois. Le patient ne doit pas 
avoir regu d'immunoglobulines de substitution au 
cours des 3 ntois precedant I'analyse. Le delai de 
re-prescription en cas de deficit confirme est de 
1 an, car le deficit peut se normaliser spontane- 
ment. Le dosage des quatre sous-classes doit etre 
effectue sur le meme prelevement et avec la merne 
technique pour les deficits. Dans le syndrome 
d'hyper-IgG4, il convient de doser uniquement 
les IgG4. 
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Nature du prelevement 

Sang preleve sur tube sec (serum). 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport possible du serum a temperature ambiante (24 heures maximum). 

Mode de conservation 

Apres decantation, le serum peut etre conserve une semaine refrigere, eventuellement additionne 
d'azide de sodium, ou plusieurs mois congele. 

Principe methodologique 

La technique de reference est une technique immunoenzymatique par competition utilisant des 
anticorps monoclonaux anti-sous-classes d'lgG selectionnes sur la base de leurs specificites et 
affinites vis-a-vis d'lgG de myelome pures. Selon les isotypes, I'antigene utilise pour sensibiliser 
les plaques est une preparation d'lgG polyclonales ou une IgG monoclonale purifiee. 

Le dosage peut egalement etre realise en nephelemetrie ou turbidimetrie. Cette methode, plus simple 
et rapide d'utilisation, n'a pas une correlation parfaite avec I'ELISA, particulierement pour les lgG2 et 
lgG3. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Differentes selon les techniques utilisees. 

Causes d'erreur, limites du test 

La presence de facteurs rhumatoides dans le prelevement interfere specifiquement avec le dosage 
des lgG2. Dans ce cas, une epreuve de dilution permet une evaluation correcte et I'elimination 
eventuelle d'un deficit. 
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Fiche 9.4 

Serologies vaccinales 

Signification biologique du parametre 

Les serologies vaccinales (anti- ana toxine teta- 
nique, antidiphterique, antipneumococcique, 
anti- Haemophilus ft, etc.) permettent d'evaluer la 
capacite de production d' anticorps specifiques 
(IgG) en reponse a une stimulation par un patho- 
gene ou un compose vaccinal. Le dosage des anti- 
corps vaccinaux permet de controler l'efficacite 
des vaccinations chez les patients et de diagnosti- 
quer un deficit partiel ou complet de I'immunite 
humorale lorsque le nombre de lymphocytes B 
circulants et le taux d'immunoglobulines plasma- 
tiques sont normaux. 

Les anticorps vaccinaux peuvent etre diriges 
contre deux types de structures. Les anticorps de 
type antiprotidique sont produits apres une 
infection ou une vaccination et necessitent une 
cooperation des lymphocytes B et T. Les anti- 
corps de type antipolysaccharidique, qui ne font 
appel qu'aux lymphocytes B, sont produits apres 
infection par une bacterie encapsulee (par 
exemple, pneumocoque) ou une vaccination par 
un vaccin non conjugue (par exemple, Pneumo 
23). Ces derniers ne sont pas evaluables avant 
Page de 2 ans en raison d'un defaut de produc- 
tion physiologique de ce type d'anticorps chez le 
petit enfant. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les serologies antidiphterique, antitetanique et 
antipneumococcique sont suffisantes pour evaluer 
la reponse humorale specifique, et il n'est pas 
necessaire de multiplier les serologies dans un bilan 
de deficit immunitaire hereditaire. En cas de vacci- 
nations multiples, I'analyse d'une reponse vaccinate 
a un antigene protidique (tetanos, en particulier) 
peut suffire. Les titres protecteurs dans les popula- 
tions immunocompetentes sont generalement 
consideres coniine protecteurs dans les populations 
immunodeficientes. Pour la production d'anticorps 
antipolysaccharidiques, le dosage doit etre effectue 
avant la vaccination par le Pneumo 23 et 1 mois 
plus tard. En cas de taux residuel avant vaccination, 
un titre trois fois superieur apres vaccination est 
considere satisfaisant. Les vaccins vivants attenues 
et a fortiori vivants sont contre -indiques si un defi- 
cit immunitaire est suspecte ou documente. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un exarnen de premiere intention pour 
verifier l'efficacite d'une vaccination dans les 
populations a risque ainsi que pour le diagnostic 
des deficits de I'immunite humorale et des deficits 
immunitaires combines chez les sujets vaccines. 
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Nature du prelevement 

Sang preleve sur tube sec (serum). 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Transport possible du serum a temperature ambiante (24 heures maximum). 

Mode de conservation 

Apres decantation, le serum peut etre conserve une semaine refrigere, eventuellement additionne 
d'azide de sodium, ou plusieurs mois congele. 

Principe methodologique 

Le dosage des anticorps vaccinaux de type IgG (et/ou IgM en cas d'infection recente) est effectue 
par une methode ELISA. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Variable en fonction des trousses diagnostiques. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les serologies sont ininterpretables avant I'age de 6 mois en raison de la persistance d'lgG 
maternelles pouvant entrainer des resultats faussement positifs. 

^interpretation doit tenir compte du delai entre I'immunisation et la realisation de la serologie. 
En cas de substitutions Ig IV prevoir des dosages a distance du traitement. 
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Exploration de I’immunite humorale 


Synopsis XV 


Diagnostic et suivi d'une dysglobulinemie 


La plupart des maladies immunoproliferatives 
sont monoclonales : elles ont pour origine la 
transformation d'un seul lymphocyte B, qui 
donne naissance a un clone de cellules secretant 
des immunoglobulines. Les molecules d'immu- 
noglobulines issues du meme clone ont toutes 
la meme sequence en acides amines ; leur charge 
nette est done homogene, contrastant avec l'he- 
terogeneite de charge des immunoglobulines 
normales. A noter toutefois qu'il peut exister 
une heterogeneite intraclonale de glycosylation 
et/ou diverses formes de complexation ou 
d'agregation, conduisant generalement a deux a 
trois formes maximum de l'immunoglobuline 
concernee, dans la grande majorite des cas une 
IgA ou une IgM. 

Le diagnostic biologique d'une dysglobuline- 
mie, ou gammapathie monoclonale, repose sur 
la mise en evidence de deux criteres, l'homoge- 
neite de charge et la mono-isotypie, qui doivent 
etre simultanement demontres pour affirmer la 
presence d'une immunoglobuline monoclo- 
nale dans le sang et/ou les urines, a l'aide de 
methodes de laboratoire couplant l'electropho- 
rese (preferentiellement electrophorese de 
zone ou electrophorese capillaire) a une analyse 
immunochimique utilisant des anti-serums spe- 
cifiques de chaque isotype de chaines lourdes et 
legeres. Cette analyse fait appel a des techniques 
d'immunoprecipitation (immunoelectropho- 
rese, immunofixation), d'immunoenzymologie 
(immunoblot) ou d'immuno-soustraction. Les 
dosages ponderaux isoles des isotypes d 'immu- 
noglobulines (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) ne 


permettent pas d'affirmer la presence d'une 
immunoglobuline monoclonale . 

Le dosage des chaines legeres libres d'immu- 
noglobulines kappa et lambda peut etre utile 
au diagnostic lorsque les techniques d'electro- 
phorese, d'immunoelectrophorese ou d'im- 
munofixation ne permettent pas d'identifier 
d 1 immunoglobuline entiere et/ou de mesu- 
rer de fa^on precise le pic d'immunoglobu- 
lines monoclonales. Dans le cas des myelomes 
a chaines legeres isolees, ce dosage est com- 
plementaire au diagnostic et perrnet le suivi de 
la masse tumorale. C'est egalement le cas pour 
les gammapathies paucisecretantes et les mala- 
dies a depot de chaines legeres (amylose AL, 
par exemple). Par ailleurs, la courte demi-vie 
des chaines legeres en fait un marqueur thera- 
peutique precoce. II faut souligner la com- 
plexite methodologique de ces dosages. 
Certaines immunoglobulines monoclonales 
ont des activites anticorps ou des proprietes 
physicochimiques particulieres de precipita- 
tion a des temperatures inferieures a 37 °C 
(maladies des agglutinines froides, cryoglobu- 
lines). Dans ces contextes, certaines precau- 
tions preanalytiques doivent etre respectees, 
en particulier le prelevement et l'achemine- 
ment au laboratoire a 37 °C. 

Enfin, le diagnostic d'une dysglobulinemie 
devra s'accompagner du depistage d'une atteinte 
renale associee par la recherche d'une protei- 
nurie et la caracterisation du prolil de cette 
proteinurie, en particulier proteinurie de 
Bence-Jones. 
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Electrophorese de zone ou capillaire des proteines seriques 
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Hypogamma- 
globulinemie serique 
Proteinurie 
Contexte de maladie 
immunoproliferative 


Pic(s) < 1 g/L (micropics) 
Restriction 
d’heterogeneite 
(bandes peu larges) 


Absence 

d’anomalie 

qualitative 


♦ 


Seton I'age et le contexte 





Compte rendu 


Compte rendu 


Compte rendu 



Electrophorese de zone ou capillaire des proteines seriques 


Seton /’aspect, I’age et le contexte 


Compte rendu Compte rendu Compte rendu 


Immunoelectrophorese 

Immunofixation 


Analyses complementaires 
si necessaires : dosage des chaines 
legeres libres seriques, IgG, IgA ou 
IgM, immunoselection, etude 
immunochimique des urines 
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Fiche 10.1 

Caracterisation d'une immunoglobuline monoclonale 


Signification biologique du parametre 

Les dysglobulinemies, ou gammapathies mono- 
clonales, sont des pathologies liees a la prolifera- 
tion d'un clone de lymphocytes B secretant des 
immunoglobulines entieres ou des chaines legeres 
toutes identiques. Leur identification repose sur la 
raise en evidence de l'homogeneite de charge et la 
mono-isotypie de ces proteines par une electro- 
phorese et une analyse immunochimique utilisant 
des anti-serums specifiques. L'electrophorese des 
proteines seriques (EPP) permet l'analyse qualitative 
et quantitative des fractions proteiques : albumine, 
aj-globulines, a 2 -globulines, Pj-globulines, p - 
globulines et y-globulines. L'immunoelectrophorese 
(IEP) et rimmunofixation (IF) permettent l'analyse 
qualitative des immunoglobulines. L'lEP et l'IF 
effectuees a l'aide d'anti-serums specifiques per- 
mettent 1 'identification des pics etroits depistes 
par l'EPP. Elies permettent aussi le depistage 
d'immunoglobulines monoclonales non visibles a 
l'EPP (proprietes migratoires ou faible taux). 

Objectifs de l'analyse et principales 
indications 

L'EPP est indiquee en premiere ligne devant une 
anomalie du taux des proteines non expliquee par 
l'hemodilution ou l'hemoconcentration ou dans 
les suspicions de maladies immunoproliferatives. 
Dans ce dernier cas, l'EPP est le seul examen qui 
permette de quantifier valablement un pic d'im- 
munoglobuline monoclonale, pour apprecier la 
masse tumorale et suivre des traitements. En l'ab- 
sence d'uniformisation des techniques, il est pre- 
ferable que le suivi d'un patient soit toujours 
realise dans le meme laboratoire. L'lEP et l'IF 


sont indiquees pour confirmer la clonalite et 
caracteriser le pic. Elies permettent egalement 
l'exploration d'une hypogammaglobulinemie 
inexpliquee, en particulier pour 1' identification 
d'une maladie des chaines legeres. Elies sont aussi 
utiles en cas d'EPP normale lorsqu'il y a une sus- 
picion de syndrome lymphoproliferatif avec gam- 
mapathie monoclonale ou de maladies de depots 
de chaines d'immunoglobulines monoclonales 
(amylose). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

L'lEP ou l'IF sont generalement prescrites en deu- 
xieme intention, apres identification d'anomalies 
sur une EPP (cf. Fiche 9.1). Dans certaines situa- 
tions tres evocatrices (signes cliniques ou radiolo- 
giques d'un myelome, par exemple), elles peuvent 
etre prescrites d'emblee. L'EPP est utilisee pour le 
suivi des gammapathies monoclonales. Une nou- 
velle prescription d'lEP ou d'lF n'est justifiee que 
lorsqu'une modification qualitative de l'EPP sug- 
gere une evolution ou pour valider la remission 
d'une gammapathie monoclonale. Un dosage 
ponderal d'immunoglobulines (cf. Fiche 9.2) ne 
doit etre effectue pour evaluer le pic que si l'EPP 
ne permet pas sa quantification. Ce dosage permet 
egalement d' apprecier une hypogammaglobuline- 
mie des autres isotypes. Une hypergammaglobuli- 
nemie d'aspect diffus evoquant un caractere 
polyclonal ne justifie pas la prescription d'un IEP 
ou d'une IF. L'analyse approfondie d'immunoglo- 
bulines oligoclonales n'est generalement pas justi- 
fiee. L'IF peut remplacer 1 ' IEP, qui peut etre 
pratiquee a la discretion du laboratoire dans des 
situations ou die peut etre plus performante. 
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Nature du prelevement 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Contralntes d'acheminement 
Mode de conservation 
Principe methodologique 


Type de methode 


Type de test 
CIQ 
EEQ 

Performances du test 


Causes d'erreur, limites du test 


Serum. 

Eviter les echantillons lipemiques en prelevant si possible 2 heures apres la prise d'aliments. 


Temperature ambiante. 

Refrigere jusqu'a 1 semaine ou congele. 

L'electrophorese est une methode physique de fractionnement des proteines ionisees lorsqu'elles 
sont soumises a un champ electrique dans des conditions definies de force ionique, de pH, de 
duree et d'intensite du courant electrique applique. Apres migration, les proteines seriques sont 
separees en six fractions : serumalbumine (la plus anodique), 01 ,-globulines, a 2 -globulines, 
(3,-globulines, p 2 -globulines, y-globulines. On distingue deux techniques : 

- l'electrophorese de zone sur un support poreux en couche mince d'agarose : sous I'impulsion 
d'un champ electrique, en tampon alcalin a pH 8,6 a 9,2 les proteines seriques se deplacent dans 
le gel d'agarose vers I'anode. Ces fractions sont ensuite fixees dans le support par I'acide acetique 
et I'alcool puis revelees par combinaison avec un colorant des proteines (le plus souvent noir 
amide ou cristal violet). La densitometrie (X = 570 nm pour le noir amide) donne une quantification 
precise de chaque fraction individualist ; 

- l'electrophorese capillaire en veine liquide est realisee dans un tampon de pH 10, sous un 
voltage eleve. La migration s'effectue dans un capillaire de silice fondue protege par une gaine en 
aluminium. Le systeme optique est constitue d'une lampe au deuterium ; la cellule de detection 
comporte un filtre UV a 200 nm. 

L'lEP (immunoelectrophorese) couple une electrophorese de zone en agarose, effectuee dans un 
premier temps, avec une immunodiffusion en gel contre des anti-serums de specificites choisies. 
Apres 24 heures d'immunodiffusion en chambre humide, les arcs de precipitation obtenus sont 
caracteristiques, par leurs aspects et leurs positions, des diverses proteines. Utilisee avec un 
anti-serum polyvalent, I'lEP fournit un profil global des proteines, ce qui permet des appreciations 
d'ordre qualitatif et semi-quantitatif. Dans certains cas, elle permet de reperer des anomalies de 
structure (deletions) d'immunoglobulines, en rapport avec certaines pathologies par depot. L'lEP, 
bien que longue et d'interpretation delicate, est qualitativement plus performante. 

L'lF (immunofixation) estfondee sur la precipitation in situ des immunoglobulines, prealablement 
fractionnees par electrophorese en gel d'agarose, avec des anti-serums specifiques de chaque 
isotype incubes a la surface du gel. Apres lavage, les immunoglobulines sont revelees par 
coloration. La resolution, la rapidite et la facilite d'execution et d'interpretation de I IF en font la 
methode la plus utilisee. De plus, elle permet le typage des chaines legeres des IgM monoclonales, 
qui n'est pas toujours possible directement par IEP. 

Manuelle (electrophorese en gel d'agarose), semi-automatisee (electrophorese en gel d'agarose) 
et automatisee (electrophorese capillaire). 

Qualitative et quantitative. 

CIQ commerciaux. 

Oui. 

Sensibilite et specificite excellentes (> 90 %) pour I'EPP. L'lEP et I'lF ne donnent pas lieu au calcul 
de ces criteres. 

Le phenomene de zone est un piege classique des reactions d'immunoprecipitation, conduisant 
a des erreurs d'interpretation. II concerne plus particulierement I'lF, en raison de I'absence des 
gradients de concentration formes dans les gels d'lEP. Pour I'eviter, la dilution du serum doit etre 
adaptee au taux des gammaglobulines totales ou du pic qu'on veut caracteriser. 

La presence de fibrinogene ou de fibrine peut entrainer sur I'lF une bande artefactuelle sur toutes 
les pistes. 

La precipitation d'euglobulines au niveau du reservoir de depot peut rendre difficile leur detection 
en IEP ou en IF et necessite d'effectuer une depolymerisation par reduction des thiols. 
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Fiche 10.2 


Dosage des chaTnes legeres libres d'immunoglobulines 
kappa et lambda 


Signification biologique du parametre 

Les chalnes legeres libres d'immunoglobulines 
kappa et lambda sont synthetisees par les plasmo- 
cytes et associees aux chalnes lourdes pour former 
des immunoglobulines entieres. Dans les patholo- 
gies impliquant ces cellules, la synthese d'un des 
deux types de chalnes legeres peut etre exceden- 
taire. Le dosage des chalnes kappa et lambda et le 
calcul du rapport k fk constituent un parametre 
important de diagnostic et de suivi de ces 
pathologies. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage des chalnes legeres est une indication 
formelle en cas de suspicion et pour le suivi d'un 
myelome ou d'un plasmocytome paucisecretant 
ou a chaine legere. C'est particulierement le cas 
lorsque l'immunofixation est negative, que l'im- 
munoglobuline monoclonale entiere est en faible 
quantite et/ou qu'il existe des chalnes legeres 
libres isolees. Ce dosage est egalement indique en 


cas de suspicion et pour le suivi d'une amylose AL 
ou autre maladie de depot de chalnes legeres. 

La prescription de ce dosage est discutee ou etu- 
diee a visee pronostique (essais cliniques) pour les 
myelomes et myelomes indolents a immunoglobu- 
line entiere et dans certains cas de MGUS (patients 
de rnoins de 65 ans pour lesquels existe au moins 
un facteur de risque, tel qu'un taux de composant 
monoclonal >15 g/L). Le taux de chalnes legeres 
est, en fin de traitement, un des deux criteres de 
definition de la reponse biologique stricte. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ces dosages sont realises en premiere intention 
avec l'electrophorese et l'immunofixation/immu- 
noelectrophorese des proteines (cf. Fiche 10.1) 
dans le cadre d'une suspicion d'amylose AL ou 
autre maladie de depot de chalnes legeres. C'est 
un examen de seconde intention apres l'electro- 
phorese et l'immunofixation/immunoelectropho- 
rese des proteines dans le cadre d'une suspicion de 
myelome ou de plasmocytome. 


Nature du prelevement 

Serum. Le dosage sur plasma est possible. Le dosage dans les urines n'est pas recommande. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Transport au laboratoire en moins de 24 heures a temperature ambiante. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Une semaine refrigere, ou congele. 

Principe methodologique 

Dosage nephelemetrique ou turbidimetrique. 

Type de methode 

Automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Test tres sensible et tres specifique, mais manque de correlation entre les resultats quantitatifs 
obtenus selon les trousses. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les performances des tests varient selon les caracteristiques propres a chaque chaine legere libre 
monoclonale. 

De fortes concentrations peuvent induire un effet zone (resultat faussement normal) necessitant la 
realisation de dilutions. 

De plus, il peut exister une correlation mediocre des resultats obtenus a deux dilutions 
successives avec perte de linearite. 
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Fiche 10.3 

Electrophorese des proteines urinaires 


Signification biologique du parametre 

Les urines sont naturellement depourvues de pro- 
teines. La presence d'une proteinurie permet 
d'identifier une perturbation de la fonction renale 
dans de nombreux contextes pathologiques. Des 
bandelettes specifiques permettent de detecter 
facilement cette anomalie. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L'electrophorese des proteines urinaires permet 
I'analyse qualitative d'une proteinurie en precisant 
l'origine : glomerulaire, tubulaire ou mixte. Dans 
le cas d'une atteinte glomerulaire, elle permet de 
preciser la selectivity de 1' atteinte et d'en suivre 
revolution. Elle permet aussi de detecter les 
chaines legeres libres d'immunoglobulines mono- 


clonales, en parti culier dans les contextes d'insuf- 
fisance renale aigue du myelome. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

L'electrophorese des proteines urinaires est un exa- 
men de premiere intention lors d'une suspicion de 
tubulopathie myelomateuse. Dans un tel contexte, 
il est urgent de mettre en route des mesures propres 
a limiter la progression de 1' atteinte renale, diurese 
ale aline, eventuellement chimiotherapie. 

C'est un examen de deuxieme intention pour 
caracteriser l'etiologie glomerulaire, tubulaire ou 
de surcharge d'une proteinurie. 

L'electrophorese des urines est interpretee en 
fonction de la proteinurie, realisee par dosage des 
proteines urinaires par techniques colorimetriques 
ou turbidimetriques. 


Nature du prelevement 

Urine. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

II est preferable de realiser cet examen sur des urines de 24 heures ou, alternativement, sur une 
seule miction avec determination concomitante de la creatininurie. 

Contralntes d'achemlnement 

Temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Urines refrigerees. 

Principe methodologique 

L'electrophorese de zone des proteines urinaires est realisee sur gel fin d'agarose. II existe 
plusieurs types de gels d'agarose de resolutions differentes. II existe egalement des gels formant 
un tamis moleculaire assurant une separation en milieu dissociant, en fonction de la masse des 
proteines urinaires. Une concentration prealable des urines permet d'augmenter la sensibilite de 
la coloration. 

L'electrophorese capillaire est egalement applicable a I'etude des urines, apres concentration dans 
des dispositifs adaptes. 

L'integration du profil electrophoretique permet d'evaluer les proportions des differentes fractions. 

Type de methode 

Semi-automatisee : systeme d'electrophorese et scanner d'integration. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Non. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Bonnes. 

Causes d'erreur, limites du test 

Difficulty du recueil des urines de 24 heures. 

Sensibilite moins bonne si revaluation est realisee seulement sur les urines du matin. 
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Fiche 10.4 

Recherche et identification d'une proteinurie 
de Bence-Jones 

Signification biologique du parametre 

La presence de chaines legeres libres d'immuno- 
globulines dans les urines est anormale. On par- 
lait initialement d'«albumine thermosoluble de 
Bence-Jones » pour designer le precipite transitoire 
forme lors du chauffage de telles urines, acidifiees 
parl'acide acetique, vers 50-70 °C, disparaissant a 
1' ebullition. On utilise actuellement le terme de 
proteinurie de Bence-Jones pour designer la pre- 
sence de chaines legeres libres monoclonales 
(CLLM) dans les urines. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les CLLM sont la cause principale de toxicite 
renale du myelome multiple. En effet, l'insuffi- 
sance renale est un probleme majeur de prise en 
charge du myelome multiple : 20 a 40 % des mye- 
lomes multiples diagnostiques sont associes a une 
insuffisance renale au moment du diagnostic; 

25 % des patients n'en presentant pas au diagnos- 
tic evolueront vers une insuffisance renale. II 


Nature du prelevement 

Urine 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

II est preferable de realiser cet examen sur des urines de 24 heures ou, alternativement, sur une 
seule miction avec determination concomitante de la creatininurie. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Urines refrigerees. 

Principe methodologique de 
I'acte 

La recherche et l'identification d'une CLLM sont effectuees par une electrophorese-immunofixation ou 
par une immunoelectrophorese. Une migration des proteines urinaires, eventuellement concentrees, est 
realisee dans un champ electrique, qui les separe selon leur charge. On effectue ensuite une precipitation 
avec des anti-serums specifiques contenant des anticorps diriges contre des epitopes specifiques de la 
forme libre des chaines legeres kappa et lambda. 

Type de methode 

Semi-automatisee : systeme d'electrophorese puis immunoprecipitation avec des anti-serums.. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Non. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Bonnes. 

Causes d'erreur, limites du test 

Dans certaines indications cliniques, en cas de test negatif, necessite de realiser une 
concentration des urines. 


existe une grande variability interindividuelle de la 
toxicite des CLLM. 

L'electrophorese des proteines urinaires ayant 
permis de mettre en evidence la charge homogene 
d'une CLLM, sa mono-isotypie doit alors etre 
identifiee par immtmofixation ou immunoelectro- 
phorese (cf. Fiche 10.1). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche et l'identification d'une proteinurie de 
Bence-Jones sont un examen de deuxieme inten- 
tion, en particulier pour le diagnostic des myelomes 
a chaines legeres seules, sans immunoglobuline 
monoclonale serique decelable, et, plus generale- 
ment, au cours des myelomes pour apprehender les 
risques de complications renales et multiviscerales 
associes aux chaines legeres (tubulopathie a cylindres, 
en particulier). La recherche d'une CLLM est par 
ailleurs indiquee dans tout contexte ou on peut sus- 
pecter une maladie due a une chaine legere libre 
d 'immunoglobuline : amylose AL, maladie des 
depots de chaines legeres, syndrome de Fanconi. 
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Fiche 10.5 

Electrophorese et caracterisation des proteines du LCR 


Signification biologique du parametre 

L'analyse du liquide cephalorachidien (LCR) est un 
element important pour la mise en evidence d'une 
infection ou d'une inflammation du systeme nerveux 
central. La majorite des proteines du LCR provient 
du plasma par passage de la barriere hematomenin- 
gee par transsudation au niveau des plexus choroides 
et de l'endothelium vasculaire, les autres proteines 
provenant des cellules nerveuses efies-memes. 

Objectifs de l'analyse et principales 
indications 

L'etude des proteines du LCR permet d'evaluer 
l'integrite de la barriere hematoencephalique — 
endommagee dans les meningites bacteriennes et 
virales, les hernies discales et les tumeurs du cerveau 
ou du cordon medullaire — et/ou de deceler 1' exis- 
tence d'une reaction immune locale par les cellules 
immunitaires qui ont infiltre le tissu nerveux. 

Par comparaison avec l'analyse du serum, preleve 
le meme jour, on peut definir differents types de 


profils et calculer differents index, par exemple le 
diagramme de Reiber. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Les dosages d'albumine et d'immunoglobuline G 
(IgG) dans le serum et le LCR sont indispensables 
pour evaluer l'integrite de la barriere hematoence- 
phalique et permettent de calculer differents index 
mettant en evidence une synthese intrathecale 
d'IgG, qui traduit une reaction immunitaire speci- 
fique developpee au sein du systeme nerveux. 

La mise en evidence d'un profil oligoclonal d'IgG 
(recherche de bandes oligoclonales, ou BOC) est 
fortement evocatrice de la sclerose en plaques 
(SEP), maladie degenerative et inflammatoire. Ce 
profil est egalement retrouve dans d'autres mala- 
dies neurologiques inflammatoires, telles que la 
neurosyphilis, le neurolupus, la neurosarcoidose, 
les atteintes paraneoplasiques du systeme nerveux 
central et dans les infections meningees. 


Nature du prelevement 

Serum et LCR preleves le meme jour. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

De preference a jeun pour le serum. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Refrigere ou congele. 

Principe methodologique 

La nephelemetrie et la turbidimetrie sont les techniques les plus utilisees pour mesurer la 
concentration des IgG et de I'albumine. 

L'isoelectrofocalisation (IEF) repose sur la separation des proteines en fonction de leur point 
isoelectrique apres migration dans un gradient de pH lineaire cree par des ampholytes. 

Le serum et le LCR sont analyses en parallele apres avoir ajuste les concentrations en IgG 
(10 a 20 mg/L selon les reactifs). La presence d'IgG est ensuite revelee par immunofixation avec 
un immunserum anti-IgG marque a la peroxydase. 

Type de methode 

Automatisee en nephelemetrie ou turbidimetrie, manuelle ou automatisee pour I'lEF. 

Type de mesure 

Quantitative pour les dosages en nephelemetrie ou turbidimetrie. 
Qualitative pour I'lEF. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Bonnes pour I'lEF : sensibiiite de 95 % et specificite de 96 % dans le diagnostic de la SEP. Les IgG 
oligoclonales sont detectees avec une grande sensibiiite (0,3 mg/L). 

Moins bonnes pour les index d'IgG et I'interpretation du diagramme de Reiber (sensibiiite de 50 %). 

Causes d'erreur, limites du test 

Une contamination sanguine, meme minime, du LCR fausse les resultats. 
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Fiche 10.6 

Recherche et caracterisation d'une cryoglobuline 


Signification biologique du parametre 

Les cryoglobulines sont des immunoglobulines ou 
des complexes immuns precipitant au froid, par- 
fois des 36 °C. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les cryoglobulines s'observent dans les gammapa- 
thies monoclonales, les syndromes lymphoprolife- 
ratifs ou, pour les complexes immuns, dans le 
contexte de maladies auto-immunes ou infec- 
tieuses (hepatite C). Elies peuvent entrainer des 
vascularites. Les signes cliniques associes sont cuta- 


nes (purpura, phenomene de Raynaud), articu- 
laires, neurologiques (neuropathies peripheriques) 
ou renaux. Certaines cryoglobulines mixtes com- 
portant un composant monoclonal inclus dans des 
complexes immuns peuvent entrainer une glome- 
rulonephrite rapidement progressive. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

La recherche d'une cryoglobuline est un examen 
de premiere intention dans les situations evoquees 
ci-dessus. II ne taut pas hesiter a repeter l'examen 
si le resultat est negatif, en presence de signes cli- 
niques evocateurs. 


Nature du prelevement 

Serum sur tube sec sans gel (risque de pieger la cryoglobuline). Prelever un volume minimum 
de 10 mL de sang total. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Patient a jeun depuis au moins 4 heures. Le materiel de prelevement doit etre prechauffe et les 
tubes maintenus ensuite a 37 °C (etuve, boite ou pochette isotherme, thermos). 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement rapide a 37 °C du prelevement non centrifuge. 

Mode de conservation 

Coagulation (2 a 18 heures) dans une etuve a 37 °C et centrifugation a chaud. Si I'acheminement 
est trap long, realiser les etapes preanalytiques dans le laboratoire d'origine et envoyer le serum 
decante. 

Conservation 1 mois refrigere avec azide de sodium (0,01 % final). 

Principe methodologique 

La recherche d'une cryoglobuline est macroscopique, qualitative. Elle se fait par I'observation 
quotidienne du serum place a +4 °C pendant 7 jours (relecture recommandee jusqu'a 1 mois, 
certaines cryoglobulines pouvant precipiter tardivement), mettant en evidence la formation d'un 
cryoprecipite. Certaines cryoglobulines abondantes precipitent en moins de 1 heure. La presence 
d'un precipite se redissolvant a 37 °C est en faveur d'une cryoglobuline. 

La classification des cryoglobulines repose sur I'identification de I'isotype et du caractere 
monoclonal, mixte ou polyclonal. II est alors necessaire d'isoler et de laver le cryoprecipite avant 
de le remettre en solution par chauffage. 

Le caractere pathogene d'une cryoglobuline n'est pas correle a la quantite de cryoprecipite : il 
n'est habituellement pas indique de realiser un dosage, sauf dans certains cas particuliers, apres 
avoir affirme la positivite de la cryoglobuline. 

Type de methode 

Manuelle (precipitation a froid, western blot), semi-automatisee (immunofixation) ou automatisee 
(dosage). 

Type de mesure 

Qualitative (identification) et quantitative (dosage). 

CIQ 

Non. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Non applicable. 

Causes d'erreur, limites du test 

Non-respect des contraintes preanalytiques, particulierement des temperatures. 

Operations de lavage du cryoprecipite delicates. 

Necessity d'une habilitation particuliere des techniciens de laboratoire et d'une interpretation des 
resultats d'identification par un biologiste. 
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Fiche 10.7 

Recherche et caracterisation 

Signification biologique du parametre 

Le cryofibrinogene est un complexe associant 
de la fibrine, du fibrinogene, de la fibronectine, 
du facteur VIII et d'autres proteines plasma- 
tiques, precipitant dans le plasma place au froid 
pendant au rnoins 72 heures et non dans le 
serum. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le cryofibrinogene, en association avec de la 
fibronectine et d'autres proteines plasmatiques, 


d'un cryofibrinogene 

est implique dans des phenomenes thrombotiques 
lies au froid (purpura, livedo, ulceration, necrose). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

La recherche d'un cryofibrinogene est un examen 
de premiere intention dans les situations evoquees 
ci-dessus. Cette recherche doit etre realisee en 
parallele avec la recherche d'une cryoglobuline 
(cf. Fiche 10.6). II ne faut pas hesiter a repeter 
1' examen si le resultat est negatif, en presence de 
signes cliniques evocateurs. 


Nature du prelevement 

Plasma preleve sur EDTA ou citrate, pas d'heparine. Prelever un volume minimum de 10 mL 
de sang total. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Patient a jeun depuis au rnoins 4 heures. 

Le materiel de prelevement doit etre prechauffe et les tubes maintenus ensuite a 37 °C 
(etuve, boite ou pochette isotherme, thermos). 

Contralntes d'acheminement 

Acheminement rapide a 37 °C du prelevement non centrifuge. 

Mode de conservation 

Si I'acheminement est trap long, realiser les etapes preanalytiques dans le laboratoire d'origine et 
envoyer le plasma decante. 

Conservation 1 mois refrigere avec azide de sodium (0,01 % final). 

Principe methodologique 

La mise en evidence de cryofibrinogene se fait apres avoir place le plasma 7 jours a + 4 °C : 
la presence d'un precipite se redissolvant a 37 °C est en faveur d'une cryoproteine. 

L' identification de cette cryoproteine est essentielle pour confirmer la presence d'un 
cryofibrinogene en immunofixation apres lavage et re-dissolution du cryoprecipite avec 
des anti-serums specifiques anti-fibrinogene et anti-fibronectine. 

Type de methode 

Manuelle (precipitation a froid, western blot), semi-automatisee (immunofixation). 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Non. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Non applicable. 

Causes d'erreur, limites du test 

Non-respect des contraintes preanalytiques, particulierement des temperatures. 

Operations de lavage du cryoprecipite delicates. 

Necessity d'une habilitation particuliere des techniciens de laboratoire et d'une interpretation 
des resultats d'identification par un biologiste. 
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Fiche 10.8 

Dosage de la (3 2 -microglobuline 


Signification biologique du parametre 

La (3,-microglobuline est une molecule de la 
superfamille des immunoglobulines, constituee 
d'un domaine extracellulaire sans portion trans- 
membranaire ni intracytoplasmique, associee aux 
chaines alpha des molecules du complexe majeur 
d'histocompatibilite (CMH) de classe I. Elle est 
done exprimee a la surface de la majorite des cel- 
lules nucleees de l'organisme. Elle existe egale- 
ment a faible concentration sous forme soluble. 
C'est cette forme qui est accessible au dosage. 

La (3,-microglobuline plasmatique peut etre aug- 
mentee en cas de syndrome lymphoproliferatif : 
myelome multiple, lymphome, leucemie lym- 
phoide chronique. Elle est egalement augmentee 
dans certaines pathologies auto-immunes (lupus 
erythemateux systemique, polyarthrite rhuma- 
toi'de) ainsi que dans l'infection par le VIH. 

La P 2 -microglobuline est filtree par les glomerules 
renaux et presque totalement reabsorbee et 
catabolisee au niveau des tubules proximaux. La 
P,-microglobuline urinaire constitue done un 


indicateur de la fonction renale, independant de la 
masse musculaire et du sexe. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage de la P 7 -microglobuline serique/plas- 
matique est un facteur pronostique (mauvais pro- 
nostic si taux augmente), en association avec 
l'albumine serique, dans les syndromes lympho- 
proliferatifs. II permet egalement d'evaluer l'effi- 
cacite de la dialyse renale. 

Le dosage de la p 2 -microglobuline urinaire est 
indique pour evaluer et suivre la fonction renale, 
essentiellement la fonction tubulaire. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le dosage de la P 2 -microglobuline fait partie du 
bilan diagnostique des syndromes lymphoprolifera- 
tifs en raison de sa valeur pronostique. II n'y a pas 
d' indication a repeter le dosage. 


Nature du prelevement 

Serum ou plasma sur heparine ou EDTA; urines. 

Recommandations pour la 
qualite 

du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Serum/plasma : conservation refrigeree pendant 8 jours ou congele. 

Urines : conservation refrigeree 2 jours ou congele. La p 2 -microglobuline est instable dans les 
urines acides, le pH doit done etre ajuste entre 6 et 8. 

Principe methodologique 

Le dosage de la p 2 -microglobuline peut etre effectue en immunonephelemetrie, 
immunoturbidimetrie, ELISA ou chimioluminescence. 

Type de methode 

Automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Variables selon la methode utilisee. 

Causes d'erreur, limites du test 

Risque d'effet zone pour les prelevements urinaires conduisant a une sous-estimation. 
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Fiche 10.9 

Dosage des immunoglobulines D (IgD) 


Signification biologique du parametre 

Les immunoglobulines D (IgD) sont essentielle- 
ment presentes dans l'organisme sous forme trans- 
membranaire a la surface des lymphocytes B naifs. 
Bien qu'elles existent egalement sous forme 
soluble, leur concentration serique physiologique 
est faible. II existe egalement des myelomes a IgD 
secretant cette immunoglobuline. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L'interet de leur dosage est la recherche d'une 
augmentation de cette concentration serique dans 


les syndromes hyper-IgD accompagnant certains 
deficits en mevalonate kinase, enzyme impliquee 
dans le metabolisme du cholesterol. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

II s'agit d'un dosage de premiere intention en cas 
de suspicion de deficit en mevalonate kinase. Une 
augmentation des IgD d'au moins deux fois la 
normale est un argument supplementaire pour ce 
diagnostic. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour la 
qualite 

du prelevement 

Sans particularity 

Contralntes de transport 

Transport a temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Serum refrigere ou congele. 

Principe methodologique de 
I'acte 

Le dosage peut etre realise en immunodiffusion radiale (IDR), en turbidimetrie, 
en immunonephelemetrie ou en ELISA. 

Type de methode 

Manuelle (IDR), semi-automatisee (ELISA) ou automatisee 
(turbidimetrie, nephelemetrie, ELISA). 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Oui, commercial. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Performances variables en fonction de la trousse et de la technique utilisees. 

Causes d'erreur, limites du test 

En nephelemetrie, turbidimetrie et IDR, phenomene d'exces d'antigene par dilution inadequate du 
serum. 


152 


Exploration de I’immunite humorale 


Bibliographie du chapitre 10 

FICHE 10.1 - Caracterisation 
d'une immunoglobuline monoclonale 
Ifrah N, et al. Monoclonal gammopathies of undetermined 
significance. Rev Prat 2006; 56 : 18-24. 

O'Connell TX, et al. Understanding and interpreting 
serum protein electrophoresis. Am Fam Physician 
2005; 71 : 105-12. 

Smith A, et al. Guidelines on the diagnosis and manage- 
ment of multiple myeloma. 2005. Br J Haematol 
2006; 132 : 410-51.' 

Szymanowicz A, et al. Proposition de commentaires interpre- 
tatifs prets a l'emploi pour l'electrophorese des proteines 
seriques. Ann Biol Clin (Paris) 2006; 64 : 367-80. 

FICHE 10.2 - Dosage des chaTnes legeres libres 
d'immunoglobulines kappa et lambda 

Dimopoulos M, et al. Consensus recommendations 
for standard investigative workup : report of the 
International Myeloma Workshop Consensus Panel 3. 
Blood 2011; 117: 4701-5. 

Ozsan GH, et al. Serum free light chain analysis in multiple 
myeloma and plasma cell dyscrasias. Expert Rev Clin 
Immunol 2011 ; 7 : 65-73. 

FICHE 10.3 - fiectrophorese des proteines urinaires 

Le Bricon T. Identification et dosage des proteines uri- 
naires au laboratoire d'analyses. Ann Biol Clin (Paris) 
2002; 60 : 525-40. 

Raidelet L, et al. Exploration de la proteinurie au labora- 
toire. RFL 2013; 43 : 75-82. 

FICHE 10.4 - Recherche et identification 
d'une proteinurie de Bence-Jones 
Le Bricon T. Identification et dosage des proteines uri- 
naires au laboratoire d'analyses. Ann Biol Clin (Paris) 
2002; 60 : 525-40. 

Raidelet L, et al. Exploration de la proteinurie au labora- 
toire. RFL 2013; 43 : 75-82. 

FICHE 10.5 - Electrophorese et caracterisation 
des proteines du LCR 

Gillain N, et al. Interpretation de l'index IgG et du dia- 
gramme de Reiber par Protis 2 dans les maladies 
inflammatoires du systeme nerveux central. Immun 
Anal Biol Special 2009 ; 24 : 135-47. 


FICHE 10.6 - Recherche et caracterisation 

d'une cryoglobuline 

Brouet J-C, et al. Biologic and clinical significance of cryo- 
globulins. A report of 86 cases. Am J Med 1974; 
57 : 775-88. 

Intrator L, et al. Cryoglobulines : methode de detection 
et interpretation. In : Cahier de formation Biologie 
medicale Bioforma; 2003. p. 28. 

Kolopp-Sarda MN, et al. Proteines cryoprecipitantes en 
pathologie : cryoglobuline et cryofibrinogene. RFL 
2012; 444 : 53-62. 

Ramos-Casals M, et al. The cryoglobulinaemias. The 
Lancet 2012; 379 : 348-60. 

FICHE 10.7 - Recherche et caracterisation 

d'un cryofibrinogene 

Amdo TD, et al. An approach to die diagnosis and treat- 
ment of cryofibrinogenemia. Am J Med 2004; 116 : 
332-7. 

Kolopp-Sarda MN, et al. Proteines cryoprecipitantes en 
pathologie : cryoglobuline et cryofibrinogene. RFL 
2012; 444 : 53-62. 

Saadoun D, et al. Cryofibrinogenemies. Rev Med Int 
2011; 32 : 287-91. 

FICHE 10.8 - Dosage de la p2-microglobuline 

Bethea M, et al. Beta 2-microglobulin : its significance 
and clinical usefulness. Ann Clin Lab Sci 1990; 
20 : 163-8. 

Schardijn GH, et al. Beta 2-microglobulin : its significance 
in the evaluation of renal function. Kidney Int 1987 ; 
32 : 635-41. 

FICHE 10.9 - Dosage des immunoglobulines D (IgD) 

Chen K, et al. The function and regulation of immunoglo- 
bulin D. Curr Opin Immunol 2011 ; 23 : 1-8. 

Stoffels M, et al. Hyper-IgD syndrome or mevalonate 
kinase deficiency. Curr Opin Rheumatol 2011; 23 : 
419-23. 


Chaoitre 1 1 


Exploration des maladies 
associees au complement 


Guide des analyses en immunologie 
© 2014 Elsevier Masson SAS. Tous droits reserves 


154 


Exploration de I’immunite humorale 


Synopsis XVI 


Exploration du systeme du complement 

Le systeme du complement est un composant 
important du systeme immunitaire implique 
dans la reponse innee et la lutte anti-infectieuse, 
rnais egalement dans la modulation de l'immu- 
nite adaptative. Acteur preponderant de la 
modulation de 1' inflammation, le systeme du 
complement est implique dans les mecanismes 
physiopathologiques d'une grande variete de 
maladies, du fait d'un exces d'activation, d'un 
defaut de regulation ou de la combinaison des 
deux mecanismes. 

Le systeme du complement est compose d' envi- 
ron une trentaine de proteines circulant dans le 
plasma et de recepteurs membranaires presents a 
la surface de nombreux types cellulaires. Ces pro- 
teines sont impliquees dans la cascade d'activa- 
tion (activites enzymatiques), dans la regulation 
ou sont des recepteurs liant des fragments d'acti- 
vation. Les trois voies, voie classique, voie alterne 


et voie des lectines, sont activees par des cornpo- 
sants chimiques specifiques. Ces trois voies 
convergent en formant des complexes enzyma- 
tiques, les C3 convertases, qui vont cliver la pro- 
teine centrale du systeme du complement, le C3, 
et produire du C3b. C3b initie alors differentes 
voies effectrices du complement a l'origine de la 
diversite de ses fonctions. L'ensemble du systeme 
est etroitement regule par un reseau de proteines 
plasmatiques et membranaires intervenant a dif- 
ferents niveaux. Des perturbations de ce systeme, 
liees a des anomalies hereditaires ou acquises 
(dont la production d' autoanticorps ciblant des 
composants du complement), sont associees a 
differentes pathologies. Les principales situations 
cliniques necessitant une exploration du comple- 
ment et un schema d' interpretation des resultats 
des dosages de screening sont proposes dans les 
tableaux ci-apres. 
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Schema general du systeme du complement. 


Voie classique 

Clq, Clr, CIs ^ 


Cllnh 


C3 


C4, C2 

MBL, ficolines, 

MASP 

Voie des lectines 


C3 convertase 
classique 

' C4bp, FI i 


Recepteurs de /SK \ 

/' inflammation : \jj|r *; t . 

C5aR (C5L2, 

CD88), C3aR 


Inflammation 


Complexe d’attaque 
membranaire (CAM) : 
C5b, C6, C7, C8,C9 


. C3 convertase 
alterne 


Voie alterne 

C3, FB, FD, 
properdine 



C3b 


Amplification 

FH, MCP (CD46), FI 


DAF (CD55) 

L 



Recepteurs a C3 : 

CR1 (CD35), CR2 (CD21), 

CR3 (CD1 1 b/CDI 8), CR4 (CDIIc, CD18) 


i 


X 



Les proteines regulatrices sont entourees de pointilles. 

Cl Inh, Cl inhibiteur ; FB, faeteur B ; FD, facteur D ; FH, facteur H ; FI, facteur I ; MBL, Mannan Binding Lectin', 
MASP, Mannan-Associated Serine Proteases-, MCP, Membrane Cofactor Protein-, DAF, Decay Accelerating 
Factor, C4bp, C4 binding protein. 
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Explorations en fonction des situations cliniques et leurs objectifs. 


Principales situations cliniques 

Exploration 

Objectifs de I'exploration 

Maladies auto-immunes 
(principalement : lupus erythemateux 
systemique, vascularite urticariante) 

Premiere intention : CH50, 03, 04 
Deuxieme intention : FB, Clq, C2, anticorps 
anti-Clq 

Recherche d'un deficit en proteine de la voie 
classique 

Recherche d'un syndrome d'activation par la 
voie classique 

Infections a repetitions 
Infection a meningocoque 

Premiere intention : CH50, C3, C4, AP50 
Deuxieme intention : Cl (q, r, s), C2, C5/C6/C7/ 
C8/C9, properdine, voie des lectines 

Recherche d'un deficit en proteine de la voie 
classique, de la voie finale commune et en 
properdine 

Eventuellement, deficit en lectines 

Glomerulopathies (SHU atypique, 
glomerulopathies a C3) 

Premiere intention : CH50, C3, C4, FB, FH, FI, 
CD46, anticorps anti-FH + C3Nef (si 
glomerulopathie a C3) 

Deuxieme intention : etudes genetiques 

Recherche d'anomalie hereditaire ou acquise 
de la regulation de la voie alterne du 
complement 

Hemoglobinurie paroxystique nocturne 
(HPN ou syndrome de 
Marchiafava-Michelli) 

Premiere intention : etude de I'expression 
membranaire de CD59, CD55 ± CD14 , 
CD16*, CD24* a la surface des globules 
rouges ± des granuleux ± des monocytes 

Recherche et quantification de clone HPN 
identifie par I'absence d'expression des 
proteines GPI-ancrees 

Angicedeme 

Premiere intention : CH50, C3, C4, Cllnh 
antigenique etfonctionnel 
Deuxieme intention : anticorps anti-CI Inh, voie 
des bradykinines 

Recherche d'un deficit en Cl Inh hereditaire ou 
acquis 

Bilan etiologique d'un oedeme bradykinique 


* Proteines ancrees a la surface par un groupement GPI mais ne faisant pas partie du systeme du complement. 


Interpretation des resultats du bilan de depistage CH50, C3, C4, et examens complementaires de seconde 
intention a effectuer en fonction du contexte Clinique. 


CH50 (%) 

C3 (%) 

C4 (%) 

Interpretation 

Examens complementaires 

Normal 

Normal 

Normal 

Normal 

Aucun 

Augmente 

Augmente 

Augmente 

Syndrome inflammatoire 

Aucun 

Abaisse 

Abaisse 

Abaisse 

Consommation par la voie classique ± 
par la voie alterne 
Insuffisance hepatocellulaire 
Fuite proteique 

Dosage FB 

Abaisse 

Abaisse 

Normal 

Consommation voie alterne 

Dosage FB, FH, FI, CD46, anticorps anti-FH, 
C3Nef (glomerulopathie a C3) 

Normal 

Normal 

Abaisse 

Deficit en Cllnh 
Deficit partiel en C4 
Cryoglobulinemie 

Cl Inh antigenique et fonctionnel 
Phenotypage C4 
Recherche de cryoglobuline 

Abaisse 

Normal 

Normal 

Activation in vitro 
Deficit heterozygote en C2 

Controle avec respect du preanalytique 
Etude genetique du gene de C2 

Indosable 

Normal 

Normal 

Deficit homozygote en une proteine de 
la voie classique ou de la voie terminale 
Traitement par anti-C5 

Dosages antigeniques ± fonctionnels 
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Fiche 11.1 

Dosage fonctionnel de la voie classique du complement 

Signification biologique du parametre 


Ce dosage explore la capacite d' activation des pro- 
teines plasmatiques du complement impliquees 
dans la voie classique et dans la formation du com- 
plexe d'attaque membranaire (CAM). 

Objectifs de I'analyse et principales indications 

Le dosage de l'activite hemolytique du comple- 
ment se fait dans un contexte de : 

• recherche de deficit hereditaire de l'immunite 
innee : plus precisement dans un contexte d' infec- 
tion a germe encapsule (deficit en une proteine de 
la voie classique et/ou de la voie finale commune) 
ou de maladie auto-immune (voie classique) ; 


• suivi d'une maladie auto-immune a complexes 
immuns (lupus erythemateux dissemine) induisant 
un syndrome de consommation par la voie 
classique ; 

• diagnostic et suivi d'un angioedeme par deficit 
en Cl inhibiteur; 

• suivi du traitement par anticorps therapeutique 
anti-C5 (eculizumab). 

Place dans ia hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Ce dosage se fait en premiere intention et 
conjointement avec les dosages antigeniques de 
C3 et C4 (cf. Fiche 11.3). 


Nature du prelevement 

Variable selon les laboratoires (plasma EDTA ou citrate, serum) et les techniques utilisees. Se 
renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

qualite 

du prelevement 


Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante ou refrigere. 

Mode de conservation 

Pour le serum et I'EDTA : centrifugation a froid, aliquotage du serum ou du plasma et conservation 
a - 80 °C avec transport en carboglace. 

Pour le citrate : conservation du sang total 48 heures a temperature ambiante ; conservation 
d'aliquotes de plasma a - 80 °C. 

Methodologie generate du test 

Dosage du CH50 : mesure de la lyse d'erythrocytes heterologues (globules rouges de mouton) 
recouverts d'anticorps (formant ainsi un modele de surface activatrice de la voie classique) en presence 
du plasma a tester. Ce test determine le volume de plasma du patient capable de lyser 50 % des 
globules rouges. II existe deux methodes principales : la premiere, en point final, utilise une dilution de 
I'echantillon a doser; la technique en cinetique mesure I'hemolyse en fonction du temps. Les resultats 
sont exprimes en pourcentage d'un pool de plasma, traite dans les memes conditions que I'echantillon. 
II existe des techniques ELISA dans lesquelles une activation de I'echantillon est effectuee in vitro en 
utilisant un activateur specifique de la voie classique (immunoglobulines), suivie d'un dosage de la 
formation du complexe d'attaque membranaire (CAM). 

Les techniques automatisees utilisent des microparticules contenant une enzyme liberee en cas de 
formation du CAM. 

II existe egalement des techniques d'hemolyse en immunodiffusion radiale. 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisee ou automatisee selon les laboratoires. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

1 EEQ annuel international pour les laboratoires specialises. 

Performances du test 

Les intervalles des valeurs de reference sont propres a chaque laboratoire et a chaque technique. La 
sensibilite est tres variable selon les techniques utilisees. Les techniques automatisees sont moins 
sensibles dans les valeurs basses. 

Causes d'erreur, limites du test 

Importance de I'etape preanalytique : risque d'activation in vitro donnant un resultat faussement diminue. 
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Exploration de I’immunite humorale 


Fiche 1 1 .2 

Dosage fonctionnel de la voie alterne du complement 


Signification biologique du parametre 

Ces dosages explorent la capacite d' activation 
des proteines plasmatiques du complement 
impliquees dans la voie alterne et dans la forma- 
tion du complexe d'attaque membranaire 
(CAM). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage de l'activite de la voie alterne du 
complement ( Alternative Pathway , AP50) se 
fait dans un contexte de recherche de deficit 
immunitaire : plus precisement dans un 

contexte d' infections a germes encapsules sur- 
tout en cas de forme severe (purpura fulmi- 
nans). II est principalement indique pour le 
diagnostic de deficit en properdine, qui est de 
transmission liee a l'X. 


Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce dosage se fait en premiere intention pour le 
depistage des anomalies de la voie alterne du com- 
plement, principalement les deficits en properdine. 
II doit toujours etre associe a un dosage du CH50 
(cf. Fiche 11.1) et de C3, C4 (cf. Fiche 11.3). Tout 
resultat anormal doit etre complete d'un dosage 
antigenique de la properdine (deficit en facteur D, 
rarissime). Tout deficit doit faire l'objet d'une etude 
familiale y compris genetique (cf. Fiche 11.15). 

II peut egalement etre fait en seconde intention 
quand un CH50 est effondre pour identifier la voie 
du complement dans laquelle se trouve la proteine 
deficitaire : 

• CH50 et AP50 effondree : proteine de la voie 
finale commune ; 

• CH50 effondre et AP50 normale : proteine de 
la voie classique. 
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Nature du prelevement 

Plasma EDTA/citrate/serum. Se renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite 

du prelevement 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

Non interpretable en cas de blocage therapeutique de la voie commune (anti-C5). 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante ou refrigere. 

Mode de conservation 

Pour le serum et I'EDTA : centrifugation a froid, aliquotage du serum ou du plasma et conservation 
a - 80 °C avec transport en carboglace. 

Pour le citrate : conservation du sang total 48 heures a temperature ambiante ; conservation 
d'aliquotes de plasma a - 80 °C. 

Methodologle generate du test 

Le dosage de l'AP50 apprecie en point final I'activite fonctionnelle globale de la voie alterne et de 
la voie finale commune du complement en mesurant la lyse d'erythrocytes de lapin en presence du 
plasma a tester. Les resultats sont donnes en pourcentage par rapport a un pool de plasmas traite 
dans les memes conditions que I'echantillon. 

Des techniques ELISA sont egalement disponibles, dans lesquelles une activation de I'echantillon 
est effectuee in vitro avec un activateur specifique de la voie alterne (LPS), suivie d'un dosage de la 
formation du complexe d'attaque membranaire (CAM). 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui, pour les laboratoires specialises. 

Performances du test 

Le dosage de l'AP50 est peu specifique et peu sensible, line AP50 > 10 % elimine un deficit 
homozygote en properdine et, de fagon indirecte, celles de la voie finale commune. 

Les performances des dosages ELISA sont a evaluer. 

Causes d'erreur, limites du test 

Importance de I'etape preanalytique (risque d'activation in vitro donnant une AP50 faussement 
diminuee). 

L'AP50 est physiologiquement basse chez le tres jeune enfant. 

Un deficit en proteines de la voie finale commune (C5 a C9) donne egalement une AP50 effondree. 
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Fiche 1 1 .3 

Dosages antigeniques de C3, C4 et Cl inhibiteur (Cllnh) 


Signification biologique du parametre 

Ces dosages permettent de mesurer la concentra- 
tion serique ou plasmatique des proteines du com- 
plement C3, C4 et Cllnh. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Ces dosages se font dans des contextes cliniques 
tres varies, a la recherche d'un deficit hereditaire 
de l'immunite innee dans un contexte d'infection 
a germes encapsules, ou d'une maladie auto- 
immune, notamment pour le suivi d'une maladie a 
complexes immuns (lupus erythemateux syste- 
mique) — dans ce cas, il existe un syndrome de 
consommation du complement par la voie clas- 
sique. Ces dosages sont aussi indiques pour le dia- 


gnostic et le suivi d'un angioedeme par deficit en 
Cllnh ou pour le bilan de nephropathies liees a 
une deregulation de la voie alterne (SHU aty- 
pique, glomerulopathies a C3). Les dosages de C3 
et C4 font parfois partie du bilan d'un syndrome 
inflammatoire (cf. Fiche 12.1). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Les dosages de C3 et C4 se font en premiere inten- 
tion et conjointement avec le dosage du CH50 
(cf. Fiche 11.1). Le dosage du Cllnh se fait en 
premiere intention dans un contexte de suspicion 
d'angioedeme, et, en association avec le dosage 
fonctionnel du Cllnh, en deuxieme intention en 
cas de dosage antigenique de C4 diminue. 


Nature du prelevement 

Variable selon les laboratoires et les techniques utilisees : plasma EDTA ou citrate, serum. Se 
renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante ou refrigere. 

Mode de conservation 

Pour le serum et I'EDTA : centrifugation a froid, aliquotage du serum ou du plasma et conservation 
a - 80 °C avec transport en carboglace. 

Pour le citrate : conservation du sang total 48 heures a temperature ambiante ; conservation 
d'aliquotes de plasma a - 80 °C. 

Principe methodologique 

La nephelemetrie et la turbidimetrie sont les techniques les plus utilisees pour mesurer la 
concentration des proteines C3, C4, Cllnh, par immunoprecipitation. Un complexe immun est forme 
lors de I'addition a I'echantillon a doser d'un anticorps polyclonal d'origine animale specifique de la 
proteine isolee. La nephelemetrie et la turbidimetrie consistent a mesurer I'intensite de la lumiere 
respectivement diffractee ou transmise par ces complexes pour la relier a une concentration grace a 
une gamme d'etalonnage. 

II est egalement possible de mesurer ces concentrations en immunodiffusion radiale (IDR). 

Type de methode 

Automatisee en nephelemetrie ou turbidimetrie. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Oui. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Bonnes. 

Causes d'erreur, limites du test 

La presence d'une cryoglobulinemie peut induire un dosage de C4 faussement diminue dans les 
echantillons transmis dans la glace. 
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Fiche 1 1 .4 

Dosage antigenique d'une proteine soluble du complement 


Signification biologique du parametre 

Ce dosage permet de determiner la concentration 
serique ou plasmatique des proteines du comple- 
ment solubles : Clq, Cllnh, C5, C6, C 7, C8, C9, 
properdine, facteur B (FB), facteur H (FH), fac- 
teur I (FI), C4BP, MBL. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Ces dosages sont indiques dans differents 
contextes cliniques : 

• bilan etiologique d'un deficit immunitaire : plus 
precisement dans un contexte d'infection a germe 
encapsule (C5, C6, C 7, C8, C9, properdine, 
eventuellement MBL, FB, FH et FI) ou de mala- 
die auto -immune (Clq) ; 

• bilan etiologique et suivi d'un angioedeme 
(Cllnh et eventuellement Clq); 


• bilan etiologique d'un SHU atypique ou d'une 
glomerulopathie a C3 (FB, FH, FI); 

• bilan etiologique d'une thrombose (C4BP). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Les dosages de FH, FI, Cllnh se font en premiere 
intention sur la base des elements cliniques enu- 
meres ci-dessus. Les autres dosages se font en deu- 
xieme intention en fonction du contexte clinique. 
Ils doivent etre associes a des dosages fonctionnels 
de depistage (voie classique et/ou voie alterne) 
(cf. Fiches 11.1 et 11.2) et a des dosages de C3 et 
C4 (cf. Fiche 11.3) pour permettre une interpre- 
tation biologique. 

Des dosages fonctionnels des proteines indivi- 
duelles peuvent completer l'exploration. 


Nature du prelevement 

Plasma sur EDTA ou citrate/serum. Se renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations 
pour la qualite 
du prelevement 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

Non interpretable en cas de blocage therapeutique de la voie commune (anti-C5). 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante ou refrigere. 

Mode de conservation 

Pour le serum et I'EDTA : centrifugation a froid, aliquotage du serum ou du plasma et conservation 
a - 80 °C avec transport en carboglace. 

Pour le citrate : conservation du sang total 48 heures a temperature ambiante ; conservation 
d'aliquotes de plasma a - 80 °C. 

Methodologie 
generate du test 

Ces dosages se font par une technique ELISA de type sandwich avec un anticorps specifique de 
capture adsorbe sur une microplaque et un anticorps de revelation. Une courbe etalon ou un point de 
calibration permettent de calculer la concentration. Des coffrets ELISA commerciaux existent pour 
certains dosages. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisee pour I'ELISA. 

Les dosages du FB, du Cl Inh et du Cl q peuvent egalement etre faits par nephelemetrie. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

EEQ commercial pour le Cllnh, EEQ international annuel pour les laboratoires specialises pour 
certaines proteines. 

Performances du test 

La specificite et la sensibilite des tests, y compris commerciaux, necessitent encore d'etre evalues. 

Causes d'erreur, limites du test 

L'administration prealable de produits derives sanguins (surtout le plasma frais congele) peut donner 
de faux resultats. 
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Fiche 1 1 .5 

Dosage des fragments d'activation du complement : 
C3a, C5a, Bb, Soluble C5b9 


Signification biologique du parametre 

Ce dosage permet de quantifier specifiquement des 
composants generes lors d'une activation du com- 
plement. Leur presence temoigne d'une activation 
systemique du complement, mais leur absence ne 
l'elimine pas car ces fragments sont tres labiles ou 
fixes sur leurs recepteurs in vivo. Une activation 
in vitro peut donner un resultat faussement positif. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage d'un fragment d'activation du comple- 
ment est indique dans differents contextes cli- 
niques ou on veut mesurer 1' activation systemique 
du complement : 

• maladie auto-immune a complexes immuns 
(lupus erythemateux systemique), choc septique, 
syndrome d'ischemie-reperfusion, maladie serique ; 


• defaut de regulation : SHU atypique, glomerulo- 
nephrites ; 

• efficacite d'un blocage de 1' activation du com- 
plement, par exemple lors d'un traitement par 
anticorps monoclonal therapeutique (anti-C5 : 
eculizumab). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ces dosages se font en deuxieme intention sur la 
base des elements cliniques enumeres ci-dessus. 
Leur interet clinique reste a demonter en pratique 
de routine. Leur indication est pour l'instant res- 
treinte au cadre de protocoles de recherche cli- 
nique mais leur prescription est en cours 
devolution avec l'apparition de traitements 
ciblant specifiquement le complement. 


Nature du prelevement 

Plasma sur EDTA ou citrate/serum en fonction des laboratoires. Se renseigner aupres du laboratoire 
executant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

Preciser un eventuel blocage therapeutique de la voie commune (anti-C5). 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante ou refrigere. 

Mode de conservation 

Pour le serum et I'EDTA : centrifugation a froid, aliquotage du serum ou du plasma et conservation 
a - 80 °C avec transport en carboglace. 

Pour le citrate : conservation du sang total 48 heures a temperature ambiante ; conservation 
d'aliquotes de plasma a - 80 °C. 

Methodologie 
generate du test 

Ces dosages se font par une technique ELISA de type sandwich avec un anticorps specifique de 
capture adsorbe sur une microplaque et un anticorps de revelation. Une courbe etalon ou un point de 
calibration permettent de calculer la concentration. Des trousses ELISA commerciales existent. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable pour 1' ELISA. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

La specificite et la sensibilite des tests, y compris commerciaux, necessitent encore d'etre evalues. 

Causes d'erreur, limites du test 

Une activation in vitro rend les resultats faussement eleves. 
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Fiche 1 1 .6 

Dosages fonctionnels de C2 et de C4 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Ces dosages mesurent la capacite fonctionnelle de 
la proteine C4 ou C2, composants de la voie clas- 
sique du complement, a s'activer in vitro. Les 
dosages fonctionnels de C2 et C4 peuvent etre 
indiques pour explorer un dosage de CH50 
abaisse ou effondre de fapon repetitive et non 
expliquee, chez un patient dans un contexte de 


maladies auto-immunes de type lupique ou d'in- 
fections a repetition. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ces dosages se font en seconde intention. Le 
dosage du CH50 (cf. Fiche 11.1) et la mesure de 
la concentration serique ou plasmatique des pro- 
teines C3 et C4 (cf. Fiche 11.3) doivent etre prea- 
lablement effectues avant ces analyses. 


Nature du prelevement 

Plasma EDTA/citrate/serum. Se renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

Non interpretable en cas de blocage therapeutique de la voie commune (anti-C5). 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante ou refrigere. 

Mode de conservation 

Pour le serum et I'EDTA : centrifugation a froid, aliquotage du serum ou du plasma et conservation 
a - 80 °C avec transport en carboglace. 

Pour le citrate : conservation du sang total 48 heures a temperature ambiante ; conservation 
d'aliquotes de plasma a - 80 °C. 

Methodologie generate du test 

II s'agit de tests hemolytiques dans lesquels les proteines de la cascade d'activation de la voie 
classique et de la voie finale commune sont apportees en exces sous forme purifiee ou de serum de 
cobaye, a I'exception du composant a tester. L'hemolyse mesuree est done uniquement dependante 
de la concentration et de la fonctionnalite de la proteine etudiee. Les resultats sont donnes en 
pourcentage d'un pool de plasmas donneurs sains. Pour caracteriser un deficit depression 
pour ces deux proteines, il est necessaire d'effectuer un dosage fonctionnel et ponderal (C2 par 
immunodiffusion radiale, C4 par nephelemetrie). 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Les intervalles des valeurs de reference et les performances sont propres a chaque laboratoire. 

Causes d'erreur, limites du test 

Importance de I'etape preanalytique (risque d'activation in vitro donnant des valeurs faussement 
diminuees). 

Interpretation difficile en cas de blocage therapeutique (anti-C5) de la voie finale commune. 
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Fiche 1 1 .7 

Dosages fonctionnels du facteur H et du facteur I 


Signification biologique du parametre 

Le facteur H (FH) et le facteur I (FI) sont des pro- 
teines plasmatiques qui regulent negativement l'ac- 
tivation du systeme du complement. Le FH regule 
la formation de la C3 convertase alterne, C3bBb, 
en phase fluide et sur les surfaces cellulaires. Le FI 
inactive par proteolyse les proteines C3b et C4b, en 
C3bi et C4bi a I aide de cofacteurs. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les dosages fonctionnels du FH et du FI se font 
dans un contexte de suspicion de maladie liee a 
une deregulation de la voie alterne du comple- 
ment : infections a repetition avec dosage antige- 


nique du C3 diminue inexplique, SHU atypique, 
glomerulopathies a C3. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le test d'exploration de la capacite du FH a prote- 
ger les surfaces cellulaires se fait en premiere inten- 
tion dans un contexte de SHU atypique. Les autres 
dosages se font en deuxieme intention sur la base 
des elements cliniques enumeres ci-dessus. Les 
dosages antigeniques des proteines C3, FB, FH, FI 
(cf. Fiche 11.4) et la recherche d'anticorps anti-fac- 
teur H (cf. Fiche 11.9) doivent etre effectues prea- 
lablement a ces analyses. Ces dosages fonctionnels 
ne sont pas utiles en cas de deficit quantitatif. 


Nature du prelevement 

Plasma EDTA/c itrate/seru m . Se renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

Non interpretable en cas de blocage therapeutique de la voie commune (anti-C5). 

Contraintes d'acheminement 

Transport a temperature ambiante ou refrigere. 

Mode de conservation 

Pour le serum et I'EDTA : centrifugation a froid, aliquotage du serum ou du plasma et conservation a - 
80 °C avec transport en carboglace. 

Pour le citrate : conservation du sang total 48 heures a temperature ambiante ; conservation 
d'aliquotes de plasma a - 80 °C. 

Methodologie 
generate du test 

Ces trois tests font appel a des techniques utilisant des globules rouges de mouton (tests 
hemolytiques). 

Le dosage fonctionnel du FH explore sa capacite a dissocier une C3 convertase alterne preformee 
in vitro sur des globules rouges de mouton. 

Un autre test fonctionnel du facteur H explore plus specifiquement la fonction de protection des 
surfaces cellulaires. 

Le dosage fonctionnel du facteur 1 explore sa fonction proteolytique du C3b. 

Type de methode 

Manuelles. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Ces tests ne sont pas faits en premiere intention et inutiles en cas de deficit quantitatif. Ils sont 
sensibles et tres specifiques. Une anomalie de ces dosages est une indication a une exploration plus 
poussee avec etudes genetiques. 

Causes d'erreur, limites du test 

Des conditions preanalytiques correctes sont indispensables. 

Le test etudiant la protection cellulaire du FH ne peut pas etre effectue avec des echantillons 
contenant des taux de C3 tres diminue ou chez les sujets traites par un anticorps monoclonal 
therapeutique bloquant le complement (anti-C5). 

Ces tests doivent etre pratiques par un personnel ayant une expertise dans les tests hemolytiques. 
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Fiche 1 1 .8 

Dosage fonctionnel de la Mannan Binding Lectin (MBL) 


Signification biologique du parametre 

La Mannan Binding Lectin (MBL) est une pro- 
teine soluble de la famille des lectines C capable de 
reconnaitre des micro-organismes pathogenes par 
le code des oligosaccharides. Elle s'associe aux 
serine proteases MASP-1 et MASP-2 pour deve- 
lopper des convertases dont la finalite est 1' elimi- 
nation du pathogene. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le deficit quantitatif ou qualitatif en MBL se tra- 
duit tres tot chez des enfants par des infections a 


repetition (ORL majoritairement) en raison d'un 
defaut d'opsonisation et d'elimination des patho- 
genes (OMIM 614372). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le dosage fonctionnel de la MBL intervient en 
seconde intention pour le depistage des anomalies 
qualitatives et quantitatives de MBL lorsqu'au- 
cune anomalie fonctionnelle de la voie classique et 
de la voie alterne n'a ete observee. La baisse de la 
fonction de la MBL est associee a des polymor- 
phismes genetiques. 


Nature du prelevement 

Plasma sur citrate. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Recueil du plasma pauvre en plaquettes. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport a temperature ambiante ou refrigere. 

Mode de conservation 

Conservation du sang total 48 heures a temperature ambiante ; conservation d'aliquotes de plasma 
a -80 °C. 

Principe methodologique 

Des mannanes fixes sur une plaque de microtitration activent le complement par la voie des 
lectines, entrainant une fixation de C4b. Celle-ci est revelee par un anticorps anti-C4 marque a la 
peroxydase. La mesure de I'absorbance est directement proportionnelle a la fonction de MBL dans 
son engagement avec la protease MASP-2. Des trousses commerciales qui mesurent la formation du 
complexe d'attaque membranaire sont disponibles. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisable. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Bonne. 

Causes d'erreur, limites du test 

Reserve a des laboratoires specialises. 


166 


Exploration de I’immunite humorale 


Fiche 1 1 .9 

Recherche et quantification d'anticorps anti-proteines 
du complement 


Signification biologique du parametre 

Ces dosages recherchent et quantifient la presence 
d'autoanticorps diriges contre les proteines du 
complement Clq, Cl inhibiteur (Cllnh) ou fac- 
teur H (FH). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche d'anticorps anti-proteines du com- 
plement est indiquee dans differents contextes cli- 
niques : 

• anti-Clq (surtout d'isotype IgG) au cours du 
lupus erythemateux systemique, des vascularites 
urticariantes et hypocomplementemiantes (syn- 
drome de Mac Duffy) ; 

• anti-ClInh (tous isotypes) dans les angioedemes 
acquis ; 


• anti-facteur H dans le SHU atypique (surtout 
d'isotype IgG) et les glomerulopathies a C3 (tous 
isotypes). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ces dosages se font en premiere intention sur la 
base des elements cliniques enumeres ci-dessus et 
doivent etre associes a d'autres analyses (cf. Fiches 
11.1 a 11.3) : 

• anti-Clq : CH50, C3 et C4 antigeniques pour 
apprecier l'activation de la voie classique ; 

• anti-ClInh : CH50, C3, C4, Cllnh antige- 
nique et fonctionnel ; en cas de positivite recher- 
cher une gammapathie monoclonale ; 

• anti-facteur H : C3, C4, FB, FH, depistage des 
deficits d'interaction du FH aux surfaces. 


Nature du prelevement 

Variable selon les laboratoires (plasma EDTA ou citrate, serum) et les techniques utilisees. Se 
renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite 

du prelevement 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

Contraintes d'acheminement 

Pour le serum et le plasma EDTA : conservation et transport du prelevement a froid. Si delai, 
centrifugation a froid, aliquotage du plasma ou serum et conservation a - 80 °C avec transport en 
carboglace. 

Pour le plasma citrate : conservation et transport du prelevement en sang total en 48 heures a 
temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Conservation d'aliquotes a - 80 °C. 

Principe methodologique 

Ces dosages se font par des techniques ELISA utilisant la proteine purifiee cible deposee sur 
une microplaque et un anticorps anti-immunoglobuline de revelation. Line courbe etalon ou un 
point de calibration permettent de calculer la concentration. Pour certains anticorps, des trousses 
commerciales existent. 

Type de methode 

Manuelle ou automatisable pour I'ELISA. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui, pour les laboratoires specialises. 

Performances des tests 

La specificite et la sensibilite des tests, y compris commerciaux, necessitent encore d'etre evalues. 

Causes d'erreur, limites du test 

Hypogammaglobulinemie, traitements pouvant influer sur le titre des anticorps. 
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Fiche 11.10 

C3 Nephritic factor (C3Nef, anticorps anti-C3 
convertase alterne) 


Signification biologique du parametre 

Le C3 Nephritic factor, ou C3Nef, est un auto- 
anticorps anti-C3 convertase alterne (complexe 
C3bBb) qui stabilise l'activite enzymatique de ce 
complexe. II induit par consequent une activation 
continue pathologique de la voie alterne du com- 
plement et contribue a la formation de depots de 
C3, essentiellement au niveau glomerulaire renal. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche de C3Nef se fait dans le contexte de : 
• glomerulonephrites membranoproliferatives 
avec ou sans depots denses ; 


• glomerulonephrites a depots isoles de C3; 

• glomerulonephrites aigues post-infectieuses; 

• syndrome de Barraquer- Simons, ou lipodystro- 
phie partielle. 

Place dans ia hierarchie d'un bilan 
d'expioration 

Ce dosage se fait en premiere intention dans l'ex- 
ploration des pathologies mentionnees ci-dessus. 
Le dosage de cet anticorps doit etre accompagne 
de celui de C3, de C4, du facteur B et de l'activite 
de la voie classique du complement (CH50) 
(cf. Fiches 11.1 a 11.4). A noter que des concen- 
trations normales des proteines C3 et facteur B 
n'eliminent pas la presence de cet autoanticorps. 


Nature du prelevement 

Plasma EDTA recommande. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

Contralntes d'achemlnement 

Conservation et transport du prelevement a froid. 

Si delai, centrifugation a froid, aliquotage du plasma et conservation a - 80 °C avec transport en 
carboglace. 

Mode de conservation 

Conservation d'aliquotes a - 80 “C. 

Principe methodologique 

La technique de reference pour la recherche de C3Nef est une methode hemolytique. Dans un 
premier temps, une C3 convertase alterne est preformee in vitro a la surface d'hematies de mouton 
a I'aide de proteines purifiees. En parallele, les immunoglobulines du plasma du patient sont isolees. 
Le test evalue la stabilisation de la C3 convertase a la surface des hematies en presence de doses 
croissantes d'immunoglobulines semi-purifiees du patient a tester, en effectual une mesure de la 
cinetique de I'hemolyse induite. 

On peut egalement utiliser une technique ELISA recherchant la fixation des IgG (C3Nef) sur une C3 
convertase alterne adsorbee. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui, EEQ annuel international pour les laboratoires specialises. 

Performances du test 

Le test est tres specifique mais peu sensible : la recherche doit etre repetee en cas de contexte 
clinique evocateur. 

Causes d'erreur, limites du test 

Necessity d'un volume du prelevement suffisant pour effectuer une purification performante des IgG. 
Ce test doit etre pratique par un personnel ayant une expertise dans les tests hemolytiques. 
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Fiche 11.11 

Exploration fonctionnelle du Cl inhibiteur (Cllnh) 


Signification biologique du parametre 

Le Cl inhibiteur (Cllnh) est une serpine plasma- 
tique controlant l'activation et 1 ' activite du com- 
plexe Cl du complement, de la phase contact et de 
la voie intrinseque de la coagulation (facteurXI), de 
la fibrinolyse et plus generalement de la kininofor- 
mation. Plus de 400 mutations du gene SERPING1 
ont ete decrites liees a une perte de fonction de 
Cllnh (formes congenitales d'oedeme angioneuro- 
tique). II existe egalement des anomalies acquises 
par hyperconsommation ou autoanticorps anti- 
Cllnh. Dans son interaction vis-a-vis des proteases 
cibles, Cllnh engage une liaison covalente stable, 
detectable par electrophorese en milieu denaturant, 
et subit une coupure proteolytique qui peut etre 
importante pendant la crise d'angiccdemc. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage (cf. Fiche 11.3) et l'exploration fonc- 
tionnelle de Cllnh font partie du bilan des angi- 


oedemes. Le dosage fonctionnel mesure l'activite 
inhibitrice de Cllnh sur un substrat. On peut eva- 
luer en immunoblot l'abondance relative des 
especes moleculaires liees aux coupures proteoly- 
tiques qui n'affectent pas 1' allele pathologique 
non fonctionnel. Cette observation qualifie l'angi- 
oedeme de type II avec expression des deux alleles. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce sont des tests de premiere intention pour le 
depistage des deficits en Cllnh hereditaires ou 
acquis, en association avec le dosage proteique de 
C4 et de Cllnh. Tout deficit doit faire l'objet 
d'une etude familiale y compris genetique 
(cf. Fiche 11.15). Dans les conditions d'angioe- 
deme hereditaire avec Cllnh normal, 1' explora- 
tion des enzymes kininoformatrices (cf. Fiche 
11.12) et du catabolisme des kinines peut etre 
prescrite en seconde intention, apres enquete cli- 
nique et concertation pluridisciplinaire. 


Nature du prelevement 

Variable selon les laboratoires (plasma EDTA ou citrate, serum) et les techniques utilisees. Se 
renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Importance de la maitrise des conditions preanalytiques. 

Contraintes d'acheminement 

Pour le serum et le plasma EDTA : conservation et transport du prelevement a froid ; en cas de delai, 
centrifugation afraid, aliquotage du plasma ou serum et conservation a - 80 °C avec transport en 
carboglace. 

Pour le plasma citrate : conservation et transport du prelevement en sang total en 48 heures a 
temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Conservation d'aliquotes a - 80 °C. 

Principe methodologique 

L'etude fonctionnelle du Cl Inh plasmatique mesure sa capacite d'inactivation d'une protease cible 
generant un produit de clivage colore. L'etude de la fonction specifique (U/mg) rend compte de la 
perte fonctionnelle (anomalie ou inactivation). 

L'etude en immunoblot est effectuee apres incubation du plasma avec la protease cible, electrophorese 
(SDS-PAGE), transfert et revelation immunoenzymatique avec un anticorps polyclonal anti-CI Inh. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Sensibilite variable en fonction des trousses. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les dosages fonctionnels de Cl Inh ne sont realises que dans quelques laboratoires specialises. Les 
conditions preanalytiques sont determinantes pour la realisation de I'immunoblot. 
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Fiche 11.12 

Exploration de I'angicedeme : systemes 
des kininogenases 


Signification biologique des parametres 

Les periodes actives d'angioedeme chez les patients 
ayant une fonction normale de Cl inhibiteur 
(Cllnh) sont associees a un mauvais controle de 
l'activite du systeme des kinines. Plusieurs ele- 
ments de ce systeme peuvent etre explores : acti- 
vity kininogenase spontanee du plasma, capacite 
d'activation des proenzymes a kininogenase, acti- 
vity plasmatique de l'aminopeptidase P, de la car- 
boxypeptidase N, de 1' enzyme de conversion de 
l'angiotensine I et de la dipeptidylpeptidase IV et 
mise en evidence du clivage du kininogene de haut 
poids ntoleculaire en bradykinine. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Ces differents tests permettent le depistage des 
situations de kininoformation exageree soit de fapon 
globale, soit en ciblant des enzymes specifiques. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit de tests de deuxieme intention, apres 
enquete clinique et concertation pluridisciplinaire 
pour qualifier un angioedeme avec fonction nor- 
male de Cllnh (cf. Fiche 11.11) associe a une 
activation de la phase contact kininoformatrice. 


Nature du prelevement 

Plasma sur citrate. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Acheminement rapide. La prise de certains medicaments et le delai par rapport aux crises sont des 
elements importants. Contacter le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Transport du sang total non centrifuge en moins de 48 heures a temperature ambiante. Sinon, 
aliquotage du plasma pauvre en plaquettes (PPP) et congelation a - 80 °C. 

Mode de conservation 

Analyse en moins de 48 heures ou congelation du PPP a - 80 °C. 

Principe methodologique 

L'activite kininogenase spontanee mesure l'activite amidasique (Pro-Phe-Arg-pNA), celle 
de l'aminopeptidase P sur Lys(Dnp)-Pro-Pro-Gly-Lys(Abz) en presence d'enalaprilate, 
celle de la carboxypeptidase N estsur Dns-Ala-Arg, celle de I'enzyme de conversion de 
l'angiotensine 1 sur Phe-Ala-Pro-Gly-Gly ou [ 3 H]Hip-Gly-Gly, celle de la dipeptidylpeptidase IV sur 
L-Gly-Pro-p-nitro-naphthylamide. 

L'immunoblot du kininogene est revele avec un anticorps anti-chaine L et compare le signal d'un 
plasma temoin a celui du patient dans lequel ce precurseur de la bradykinine est clive. 

Type methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitatives ou avec donnees quantifiables (nmol • rnL -1 • min -1 ). 

CIQ 

Substrats commerciaux, plasmas controles maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Variables selon les tests. 

Causes d'erreur, limites du test 

Importance de I'etape preanalytique par rapport a la crise et aux traitements. 
Examens realises dans des laboratoires specialises. 
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Fiche 11.13 

Mesure de I 'expression de la Membrane Co factor Protein 
(MCP, ou CD46) 


Signification biologique du parametre 

La Membrane Cofactor Protein (MCP, ou CD46) 
est une proteine membranaire presente sur les cel- 
lules hematopoietiques (sauf les globules rouges) 
ainsi que sur les cellules epitheliales et endothe- 
liales. Elle a une fonction de regulation du com- 
plement en servant de cofacteur au facteur I pour 
la degradation proteolytique de C4b (voie clas- 
sique) et C3b (voies classique et alterne). 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L'etude de l'expression membranaire de CD46 
permet le depistage des deficits quantitatifs com- 


plets ou partiels de cette proteine. Cette analyse 
est indiquee principalement dans un contexte de 
maladies renales liees a une deregulation du com- 
plement (SHU atypique, glomerulopathies a C3) 
ou peut etre effectuee pour explorer une diminu- 
tion du dosage antigenique de C3 ou dans un 
contexte d'infections a repetition avec C3 bas. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce dosage se fait en premiere intention pour 1' ex- 
ploration d'un SHU atypique ou de glomerulopa- 
thies a C3, en seconde intention dans les autres 
cas. 


Nature du prelevement 

Un seul tube de sang total sur EDTA. Se renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite 

du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Conservation et transport du prelevement a temperature ambiante (< 48 heures). 

Mode de conservation 

Pas de conservation possible en post-analytique. 

Methodologie generate du test 

Ce dosage se fait en cytometrie en flux, par une technique sur sang total apres marquage avec un 
anticorps monoclonal anti-CD46 couple a un fluorochrome et lyse des globules rouges. L'expression 
membranaire est quantifiee par la mesure de la moyenne d'intensite de fluorescence (MFI) sur la 
population de granuleux eventuellement reperes par un marquage specifique complementaire. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Bonnes. Une diminution depression est neanmoins toujours controlee sur un deuxieme echantillon. 

Causes d'erreur, limites du test 

Resultats ininterpretables en cas de prelevement coagule. 
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Fiche 11.14 

Recherche d'une hemoglobinurie paroxystique nocturne 
(HPN) 

Signification biologique du parametre 

L'hemoglobinurie paroxystique nocturne (HPN), 
ou syndrome de Marchiafava-Michelli, est une 
maladie clonale de la cellule souche hematopoie- 
tique dans laquelle le gene PIG-A codant le groupe- 
ment glycosylphosphatidylinositol (GPI) est 
invalide par une mutation somatique. En conse- 
quence, les proteines normalement ancrees a la sur- 
face membranaire par ce groupement ne sont plus 
exprimees. Parmi elles figurent les proteines CD 5 5 
(ou DAF, Decay Accelerating Factor) et CD59 (ou 
protectine), qui sont des proteines de regulation du 
complement agissant respectivement au niveau des 
C3 convertases et de la formation du complexe 
d'attaque membranaire (CAM). L'absence d'ex- 
pression de ces deux proteines a la surface des glo- 
bules rouges et des plaquettes est responsable d'une 
augmentation de sensibilite de ceux-ci a la lyse du 
complement. Les patients atteints presentent une 
hemolyse chronique avec des episodes aigus, des 


Nature du prelevement 

Sang total sur EDTA. Se renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Conservation et transport rapide a temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Pas de conservation possible en post-analytique. 

Methodologie generate du test 

Ce dosage se fait en cytometrie en flux, par une technique sur sang total realisee sans et avec lyse 
des globules rouges et marquage avec des anticorps monoclonaux diriges contre au moins deux 
proteines ancrees (anti-CD55, CD59, CD14, CD16, CD24, selon les laboratoires) couples a des 
fluorochromes. L'expression membranaire est quantifiee par la mesure de la moyenne d'intensite de 
fluorescence (MFI) sur les globules rouges, la population de granuleux eventuellement reperes par un 
marquage specifique complementaire et/ou la population monocytaire. 

II est egalement possible d'utiliser une molecule d'origine bacterienne (FLAER) qui se fixe 
specifiquement aux liaisons GPI. L'absence de marquage FLAER signe I'anomalie recherchee. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative avec donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Test sensible et specifique. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les resultats sur les globules rouges peuvent etre fausses par une administration de culot globulaire prealable. 
Le traitement par anti-C5, en protegeant les globules rouges de la lyse, augmente le pourcentage de 
cellules deficitaires observees. 


thromboses de gravite et de localisations inhabi- 
tuelles et un risque de leucemisation. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche d'HPN a pour objectif de mettre en 
evidence une population de cellules sanguines 
(globules rouges et/ou granuleux et/ou mono- 
cytes) presentant une expression de proteines 
ancrees (CD55, CD59, CD14, CD16, CD24...), 
diminuee (clone de type II) ou absente (clone de 
type III ou clone HPN). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Ce test se fait en premiere intention quand il y a 
suspicion d'HPN. II permet egalement le suivi de 
cette maladie en determinant le pourcentage de 
cellules negatives. 
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Fiche 11.15 

Exploration genetique du complement 


Signification biologique du parametre 

L'exploration genetique du complement permet 
d'identifier des anomalies ou des polymorphismes 
genetiques de genes codant pour des proteines du 
complement. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Ces explorations sont effectuees par des techniques 
de biologie moleculaire dans differentes situations. 
Elies permettent de caracteriser une anomalie 
genetique a l'origine d'un deficit quantitatif ou 
fonctionnel d'une proteine du complement 
(exemples les plus frequents : deficit en C2 ou en 
l'une des proteines de la voie finale commune C5 a 
C9). On les utilise egalement pour etudier des 
polymorphismes genetiques identifies comme 


etant associes a des situations pathologiques don- 
nees, par exemple le SHU atypique, les glomerulo- 
pathies a C3 associes tous deux au polymorphisme 
des genes codant le facteur H (FH) ou pour CD46. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Cette exploration se fait en deuxieme intention, 
dans tous les cas apres une exploration proteique. 
Souvent une perturbation de celle-ci est a l'origine 
de l'indication d'une etude genetique. Neanmoins, 
dans certaines situations, une exploration pro- 
teique normale n'elimine pas la presence d'une 
mutation deletere de genes codant les proteines de 
la voie alterne du complement (FH, FI, CD46 
C3, FB), comme dans le SHU atypique ou les glo- 
merulopathies a C3. 


Nature du prelevement 

Sang total sur EDTA. Se renseigner aupres du laboratoire executant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Toute demande doit se faire dans un contexte clinico-biologique bien determine et s'accompagner 
d'un consentement pour etude genetique apres information donnee au patient. 

Contraintes d'acheminement 

Conservation et transport du prelevement a temperature ambiante (maximum 48 heures). 

Mode de conservation 

Conservation a froid de I'ADN extrait. 

Principe methodologique 

Cette exploration utilise differentes techniques de biologie moleculaire : simple PCR, sequengage 
exonique, MLPA (Multiplex Ligand Probe Amplification), sequengage d'ADN. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Ces explorations doivent etre effectuees par des laboratoires ayant I'agrement pour realiser des 
etudes genetiques, avec une competence reconnue sur les pathologies liees au complement. 

Les performances sont bonnes. 

Une anomalie identifiee est toujours controlee sur un deuxieme echantillon et peut faire I'objet d'une 
etude familiale de depistage si une therapie preventive peut etre proposee (par exemple, vaccination 
anti-meningocoque en cas de deficits en proteines de la voie finale commune ou en properdine). 

Causes d'erreur, limites du test 

La pathogenicite des mutations identifies n'est pas toujours etablie. 
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Synopsis XVII 


Exploration d'un processus inflammatoire 


Hemogramme perturbe 


Attention : 

- fausse acceleration : anemie severe, 
hypercholesterolemie, hypergammaglobulinemie, 
grossesse, sujet age, traitement par heparine 

- acceleration masquee : polyglobulie, 
hyperleucocytose, hypofibrinogenemie 


Electrophorese 
des proteines seriques 


Dosage 

des proteines seriques 
de I’inflammation (PRI) 


PRI a amplitude de variation elevee : 

• CRP, procalcitonine, SAA : jusqu’a 1 000 fois la 
normale 

• Cinetique rapide (6 h) et demi-vie courte (1 jour) 

• Processus inflammatoire debutant 

PRI a amplitude de variation moderee : 

• Fibrinogene, orosomuco'fde, haptoglobine : de 200 a 
400 fois la normale 

• Cinetique 12 a 14 h et demi-vie 2 a 6 jours 

• Recherche et suivi d'un processus inflammatoire 
PRI a amplitude de variation faible : 

• Ceruleoplasmine, fraction C3 du complement : 2 fois la 
normale 

• Cinetique d’apparition > 48 h et demi-vie de 3 a 6 jours 

• Indication : recherche et suivi d'un processus 
inflammatoire 

PRI a amplitude de variation negative : 

•Albumine, prealbumine et transferrine 

• Au cours des syndromes inflammatoires prolonges, on 
peut voir une hypoalbuminemie inferieure a 30 g/L 


Augmentation des fractions al et a2 
Hypergammaglobulinemie polyclonale ou monoclonale 


Vitesse de sedimentation 


VS > 30 mm 
a 1 heure 


Anemie, hyperleucocytose 
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Fiche 12.1 

Dosage des proteines de la phase aigue de I'inflammation 


Signification biologique du parametre 

Les proteines de la reaction inflammatoire (PRI) 
sont des glycoproteines synthetisees essentielle- 
ment par le foie sous la dependance de cytokines 
pro-inflammatoires. Ce sont done des marqueurs 
seriques dont la concentration plasmatique varie 
(PRI a amplitude de variation positive ou nega- 
tive) en reponse a tout processus inflammatoire, 
quelle qu'en soit l'origine : infectieuse, tumorale, 
auto- immune , traumatique . 

Objectifs de I 'analyse 
et principales indications 

La proteine de I'inflammation i deale pour le diag- 
nostic biologique devrait obeir a cinq criteres : 

• variation uniquement dependante de la reaction 
inflammatoire (peu ou pas d'influence des traite- 
ments) ; 

• variation independante de l'etiologie de l'in- 
flammation et des dysfonctions d'organes; 

• variation significative (± 25 %) par rapport a sa 
concentration basale meme pour une inflamma- 
tion moderee ; 

• cinetique devolution rapide avec demi-vie 
courte ; 

• dosage simple, rapide et peu couteux 
Aucune proteine ne remplissant toutes ces condi- 
tions, le recours au dosage combine de plusieurs 
d'entre elles ayant des caracteristiques comple- 
mentaires est conseille. Quatre groupes de pro- 
teines de la reponse inflammatoire peuvent etre 
individualises en fonction de leurs proprietes. 

PRI a amplitude de variation elevee 

Elles peuvent avoir des taux seriques jusqu'a 
1 000 ibis la normale dans un delai rapide (6 a 12 
heures) et leur demi-vie est courte (1 jour). Parmi 
ces PRI, on peut classer la proteine C-reactive 
(CRP), la procalcitonine (PCT) et la proteine 
serique amyloide A (SAA). Le dosage de la CRP 
est justifie pour la recherche et le suivi d'un pro- 
cessus inflammatoire aigu debutant; elle est ele- 
vee dans les infections microbiennes (sauf virales) 


et dans les maladies inflammatoires non infec- 
tieuses. Le dosage de la PCT est indique lors de 
suspicions d' infections bacteriennes, parasitaires 
ou fongiques profondes ; en revanche, la concen- 
tration en PCT n'est pas augmentee au cours des 
infections virales ou des pathologies inflamma- 
toires non infectieuses. 

PRI a amplitude de variation plus moderee 

Elles ont des taux seriques de 200 a 400 fois la 
normale dans un delai plus long (12 heures) et 
ont une demi-vie plus longue (2 a 6 jours). 
Parmi ces PRI, on peut classer les anti-proteases 
(oq-antitrypsine, oq-antichymotrypsine), l'oro- 
somucoi'de, l'haptoglobine, le fibrinogene. Ces 
proteines sont de bons marqueurs de la phase 
chronique de I'inflammation. 

PRI a amplitude de variation plus faible 

Elles ont des taux seriques de 0,5 fois la normale, 
un delai de reponse plus long (> 48 heures) et une 
demi-vie longue (3 a 5 jours). On y trouve la ceru- 
leoplasmine ou la fraction C3 du complement. 

PRI a amplitude de variation negative 

Ce sont l'albumine, la prealbumine et la transfer- 
rine. Au cours des syndromes inflammatoires 
prolonges, on peut voir une hypoalbuminemie 
inferieure a 30 g/L. Un syndrome inflammatoire 
avec hypoalbuminemie n'est pas done pas toujours 
le temoin d'un syndrome nephrotique ou d'une 
enteropathie exsudative. 

Place dans la hierarchie 
d'un bilan d'exploration 

II est judicieux d'associer le dosage de plusieurs 
proteines aux autres explorations d'un syndrome 
inflammatoire que sont l'hemogramme, la vitesse 
de sedimentation (de moins en moins utilisee) et, 
le cas echeant, l'electrophorese des proteines 
seriques (cf. Fiche 9.1). En particulier, on associe 
deux proteines de demi-vie differente. La CRP, 
qui a une demi-vie courte et une large amplitude 
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de variation, comme la CPT, constitue le modele 
des marqueurs de la phase aigue de 1 'inflamma- 
tion. Elle est presente a la concentration de 
quelques mg/L a l'etat normal; elle peut s'elever 
jusqu'a 300-400 mg/L lors de processus inflam- 
matoires aigus. Parmi les proteines de demi-vie 


plus longue, le fibrinogene, l'haptoglobine ou 
l'orosomucoide sont de bons marqueurs de la 
phase chronique de 1 'inflammation. Ce type de 
profane est aussi tres utile pour suivre des patients 
ambulatoires pour lesquels des prelevements sont 
effectues moins frequemment. 


Nature du prelevement 

Serum. Le dosage sur plasma est possible. Le dosage dans les urines n'est pas recommande. 

Recommandations pour la 
qualite 

du prelevement 

Transport au laboratoire en moins de 24 heures a temperature ambiante. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Une semaine refrigere, ou congele. 

Principe methodologique 

Dosages nephelemetriques ou turbidimetriques. 

Type de methode 

Automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Pour interpreter les PRI dans le contexte d'un syndrome inflammatoire, il faut juger de I'elevation 
des taux mesures en fonction de la PRI dosee et du stade devolution du processus inflammatoire. 
Dans ce contexte, on note en parallele I'abaissement du taux d'autres proteines plasmatiques, 
telles que I'albumine ou la transferrine. 

Causes d'erreur, limites du test 

^interpretation des resultats peut etre compliquee par le fait que les taux de certaines PRI ne sont 
pas augmentes en cas de syndrome inflammatoire associe a une autre pathologie utilisant une 
de ces proteines. Ainsi l'haptoglobine est abaissee en cas d'hemolyse et le fibrinogene en cas de 
CIVD. Les fractions du complement peuvent etre consommees en cas de maladies a complexes 
immuns comme dans le lupus erythemateux systemique. Enfin, la CRP n'est pas augmentee en 
cas d'infection virale ni, le plus souvent, au cours du lupus ou des rectocolites hemorragiques 
(dissociation VS/CRP). 
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Fiche 12.2 

Dosage d'une cytokine ou d'un recepteur de cytokine 

Signification biologique du parametre 

Les cytokines sont des petites glycoproteines 
solubles synthetisees par des cellules du systeme 
immunitaire ou d'autres cellules. Elies agissent dans 
leur environnement immediat ou a distance par 
1' intermediate de recepteurs exprimes sur diverses 
cellules ou sur la cellule productrice elle-meme. Ces 
recepteurs peuvent etre produits sous forme soluble 
et participent a la regulation des reponses. Les 
cytokines et leurs recepteurs sont printipalement 
impliques dans le fonctionnement du systeme 
immunitaire, 1' inflammation et l'hematopoiese. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les dosages de cytokines ou de leurs recepteurs dans 
les milieux biologiques (sang, LCR, epanchement 
sereux, etc.) peuvent aider a l'orientation diagnos- 
tique des processus inflammatoires infectieux, auto- 


immuns ou neoplasiques. Ils peuvent aussi etre 
realises in vitro dans le milieu de culture apres acti- 
vation ceilulaire. Ces dernieres methodes se deve- 
loppent de plus en plus dans le cadre du diagnostic 
d'infection lorsque les serologies sont peu contribu- 
tives ou pour reperer un deficit selectif chez des 
patients immunodeficients et exposes a un patho- 
gene. Enfin, des dosages de cytokines dans le cadre 
de l'initiation ou de la surveillance des biothera- 
pies et de la vaccinologie sont en developpement. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ces dosages sont des analyses pour la plupart en 
developpement et reserves a des protocoles de 
recherche. Dans certaines situations particulieres, 
le dosage de l'IL-6, des interferons non immuns, 
du TNF et de l'IL-10 dans les milieux biologiques 
peut etre indique. 


Nature du prelevement 

Serum, plasma ou liquide biologique. Sang preleve sur anticoagulant (pour les tests de stimulation). 
Contacter le laboratoire executant. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Si I'analyse n'est pas faite immediatement, une conservation de I'echantillon a - 80 °C est 
imperative. 

Contralntes d'achemlnement 

Transport rapide a temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Conservation a - 80 °C des echantillons jusqu'a I'analyse. 

Principe methodologique 

Deux types de methodes sont disponibles, ELISA sandwich et fluorimetrie sur billes multiplex. 
L'approche multiplex a pour avantage d'evaluer une reponse immunitaire complexe dans sa globalite 
sur un petit volume d'echantillon. Dans l'approche multiplex, des anticorps specifiques de differentes 
cytokines ou recepteurs sont fixes a la surface de billes se distinguant par leur fluorescence intrinseque 
(une specificite d'anticorps par type de bille). Le liquide biologique ou le surnageant a tester est incube 
avec les billes auxquelles sont rajoutes secondairement d'autres anticorps specifiques de cytokines ou 
de recepteurs couples a un fluorochrome. Cette preparation est analysee a I'aide d'un cytometre en flux 
classique ou un cytometre modifie (type Luminex®) capable de distinguer d'une part la fluorescence 
individuelle des billes et d'autre part les billes positives (capture de cytokine) ou negatives. 

Type de methode 

Methode automatisee ou semi-automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Variable selon les techniques et les trousses. 

Causes d'erreur, limites du test 

Mauvaise conservation des echantillons, eviter les etapes de congelation/decongelation. 
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Fiche 13.1 

Numeration des lymphocytes T CD4 et CD8 


Signification biologique du parametre 

Les sous-populations lymphocytaires T sanguines, 
qui comportent les lymphocytes T CD4 et les 
lymphocytes T CDS, peuvent etre identifiees a 
l'aide des antigenes de differentiation CD qu'elles 
expriment a leur surface. Leurs proportions et 
leurs valeurs absolues evoluent avec l'age. Des 
modifications particulieres sont associees a divers 
contextes pathologiques. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L'immunophenotypage des deux sous-populations 
principales de lymphocytes T peripheriques, 
CD4 + et CD8 + , est un examen courant permet- 
tant de determiner a la fois leurs proportions rela- 
tives au sein des lymphocytes T CD3 + et leur 
nombre absolu dans l'echantillon. Le ratio CD4/ 
CD 8 est egalement calcule. II concerne les 


patients chez qui est suspecte un deficit primitif 
ou acquis de l'immunite cellulaire T, tout particu- 
lierement les patients VIH + et leur suivi lorsque le 
diagnostic est pose. Cet examen est egalement 
utile pour apprecier en premiere ligne l'immunite 
lymphocytaire T, quel que soit le contexte (mala- 
dies auto-immunes, infections severes...). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un examen de premiere intention pour le 
diagnostic de deficit immunitaire. II est egalement 
utile pour le suivi pour les patients presentant un defi- 
cit immunitaire avere. Cet examen est repete a 3 rnois 
d'intervalle si une lymphopenie T (a interpreter en 
fonction de l'age) est diagnostiquee pour la premiere 
fois. Dans le cadre du suivi de patients infectes par 
le VIH et traites, cet examen est prescrit tous les 
3 a 6 rnois en fonction de la stabilite clinique. 
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Nature du prelevement 

Un seul tube de 1 a 5 mL de sang preleve de preference sur EDTA. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Le volume d'anticoagulant ne doit pas entrafner de dilution de I'echantillon. 

Contralntes d'achemlnement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de traitement de 
I'echantillon en moins de 24 heures. 

Principe methodologique 

La numeration des lymphocytes T CD4 et CD8 repose sur la realisation d'un quadruple marquage 
CD45/CD3/CD4/CD8 suivi d'une mesure en cytometrie en flux. Le marquage est realise a I'aide 
d'anticorps monoclonaux fluorescents sur sang total suivi d'une lyse des globules rouges sans 
lavage. La population lymphocytaire est selectionnee sur le cytometre en flux selon des criteres 
morphologiques (cellules marquees positivement par I'anticorps anti-CD45 (panleucocytesj/structure) 
et correlee a revaluation des cellules marquees positivement par I'anticorps anti-CD3 (pan-T) et a 
celle des cellules marquees positivement par les anticorps anti-CD4 et/ou anti-CD8 coexprimant CD3. 
Les valeurs absolues, exprimees en nombre de cellules par mm 3 , sont determinees en simple 
plateforme a I'aide d'un etalon interne constitue d'un volume de billes fluorescentes de concentration 
connue equivalent au volume de I'echantillon sanguin ajoutees dans le tube de preparation. II est 
egalement possible de realiser une mesure en double plateforme en calculant les valeurs absolues 
de chaque sous-population a I'aide du nombre absolu de lymphocytes determine en parallele par un 
automate de numeration, idealement sur le meme echantillon. 

Independamment de la mesure des cellules coexprimant CD3 et CD4 ou CD8, il est important de 
prefer attention a la presence eventuelle de cellules double positives ou double negatives pour ces 
deux antigenes. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee : preparateur de marquages, automate de lyse. 

Type de mesure 

Quantitative. Interpretation en fonction de normes realisees dans le laboratoire sur des sujets sains de 
differentes tranches d'age ou publiees dans la litterature. 

CIQ 

Controles du constructeur pour le cytometre, controles cellulaires commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Methode sensible et specifique. 

Causes d'erreur, limites du test 

Dans le cas de I'utilisation de billes etalon pour determiner les valeurs absolues, il est imperatif de 
pipetter de fagon identique les billes et le sang, ces deux echantillons devant etre analyses volume a 
volume. La presence de microcaillots peut etre a I'origine de differences entre les resultats mesures 
en simple ou double plateforme. 

Du fait de I'existence de differences quantitatives pour un meme echantillon entre les differentes 
techniques ou automates pour la determination des valeurs absolues, il est recommande qu'un patient 
soit toujours suivi pour ce test dans le meme laboratoire. 
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Fiche 13.2 

Immunophenotypage des principales populations 
lymphocytaires circulantes (T, B, NK) 


Signification biologique du parametre 

Les sous-populations lymphocytaires sanguines, 
qui comportent les lymphocytes T, les lympho- 
cytes B et les lymphocytes NK peuvent etre identi- 
fiees a l'aide des antigenes de differentiation CD 
qu'elles expriment a leur surface. Leurs propor- 
tions et leurs valeurs absolues evoluent avec l'age. 
Des modifications particulieres sont associees a 
divers contextes pathologiques. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L' immunophenotypage des populations lymphocy- 
taires circulantes T, B, NK est un examen courant 
permettant de determiner a la fois leurs proportions 
relatives au sein des lymphocytes et leur nornbre 


absolu dans un echantillon sanguin. Cet examen 
concerne les patients chez qui est suspecte un defi- 
cit primitif ou acquis de l'immunite. Cet examen est 
egalement utile pour apprecier l'immunite lyrnpho- 
cytaire, quel que soit le contexte (maladies auto- 
immunes, infection severe. . . ). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un examen de premiere intention pour le 
diagnostic d'un deficit immunitaire severe. II est 
egalement utilise pour le suivi de ces patients. Cet 
examen est complete par un immunophenotypage 
plus detaille des lymphocytes si une lymphopenie ou 
une hyperlymphocytose est identifiee pour I une ou 
plusieurs des sous-populations lymphocytaires. 
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Nature du prelevement 

Un seul tube de 1 a 5 mL de sang preleve de preference sur EDTA. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Le volume d'anticoagulant ne doit pas entrainer de dilution de I'echantillon. 

Contralntes d'achemlnement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de traitement de 
I'echantillon en moins de 24 heures. 

Principe methodologique 

L'immunophenotypage des populations lymphocytaires circulantesT, B, NK repose le plus souvent 
sur la realisation d'un quadruple marquage CD45/CD3/CD16-CD56 ou CD56 seul/CD19 suivi 
d une mesure en cytometrie en flux. Le marquage est realise a I'aide d'anticorps monoclonaux 
fluorescents sur sang total suivi d'une lyse des globules rouges sans lavage. La population 
lymphocytaire est selectionnee sur le cytometre en flux selon des criteres morphologiques 
(cellules marquees positivement par I'anticorps anti-CD45 (panleucocytesj/structure) et correlee 
a revaluation des cellules marquees positivement par I'anticorps anti-CD3 (lymphocytes T) ou par 
I'anticorps anti-CD19 (lymphocytes B). Les cellules NK sont reperees par I'absence d'expression de 
CD3 et de CD1 9 et la positivite du marquage par les anticorps CD1 6 et/ou CD56. II existe egalement 
un contingent de cellules NKT qui coexpriment ces marqueurs et CD3. 

Les valeurs absolues, exprimees en nombre de cellules par mm 3 , sont determinees en simple 
plateforme a I'aide d'un etalon interne constitue d'un volume de billes fluorescentes, de concentration 
connue, equivalent au volume de I'echantillon sanguin, ajoutees dans le tube de preparation. II est 
egalement possible de realiser une mesure en double plateforme en calculant les valeurs absolues 
de chaque sous-population a I'aide du nombre absolu de lymphocytes determine par un automate de 
numeration en parallele, idealement sur le meme echantillon. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee : preparateur de marquages, automate de lyse. 

Type de mesure 

Quantitative. Interpretation en fonction de normes realisees dans le laboratoire sur des sujets sains 
de differentes tranches d'age ou publiees dans la litterature. 

CIQ 

Controles du constructeur pour le cytometre, controles cellulaires commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Methode sensible et specifique. 

Causes d'erreur, limites du test 

Dans le cas de I'utilisation de billes etalon pour determiner les valeurs absolues, il est imperatif de 
pipetter de fagon precise les billes et le sang, ces deux echantillons devant etre analyses volume 
a volume. La presence de microcaillots peut etre a I'origine de differences entre les resultats 
mesures en simple ou double plateforme. 

Du fait de I'existence de differences quantitatives pour un meme echantillon entre les differentes 
techniques de mesure de la valeur absolue, il est recommande qu'un patient soit toujours suivi 
pour ce test dans le meme laboratoire. 
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Fiche 13.3 

Immunophenotypage des principales populations 
lymphocytaires (T, B, NK) dans le liquide de LBA 


Signification biologique du parametre 

Le lavage bronchoalveolaire (LBA) realise pen- 
dant la bronchoscopie permet une exploration du 
poumon distal avec le recueil d'un materiel cellu- 
laire present dans l'alveole. L'analyse de la compo- 
sition cellulaire de ce liquide peut etre determinee 
a l'aide des antigenes de differentiation CD que 
ces cellules expriment a leur surface. 

Objectifs de l'analyse et principales 
indications 

L' immunophenotypage du LBA permet de deter- 
miner les proportions des principales populations 
lymphocytaires. II permet aussi eventuellement 
d' examiner les caracteristiques des macrophages 


alveolaires, des polynucleaires et d'autres elements 
cellulaires contenus dans l'echantillon. Cette analyse 
est contributive comme apport diagnostique dans 
de nombreuses affections pulmonaires associees a 
une alveolite lymphocytaire T, principalement sar- 
coidose, pneumopathie d'hypersensibilite, pneumo- 
pathie lymphocytaire du patient infecte par le VIH. . . 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un examen de deuxieme intention rea- 
lise devant des signes cliniques ou radiologiques 
evocateurs d'une pathologie pouvant etre associee 
a une alveolite lymphocytaire dans un contexte de 
bilan etiologique. 
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Nature du prelevement 

1 0 a 50 mL de liquide de lavage bronchoalveolaire preleve sous fibroscopie bronchique. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contralntes d'achemlnement 

Acheminement a temperature ambiante temperee ou refrigere si delai superieur a 2 heures. 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee si < 1 heure, refrigeree si > 1 heure pour assurer 
un delai maximal de traitement d'une demi-journee. 

Principe methodologique 

L'immunophenotypage des populations lymphocytaires T, B et NK repose sur la realisation d'un 
multimarquage en un ou plusieurs tubes incluant CD45, des marqueurs T (CD3, CD4, CD8), NK 
(CD16-CD56 ou CD56 seul) et eventuellement B (CD19), suivi d'une mesure en cytometrie en flux. 
Le marquage est realise si necessaire apres centrifugation pour concentrer I'echantillon. II est effectue 
a I'aide d'anticorps monoclonaux fluorescents sur le liquide bronchoalveolaire filtre suivi si necessaire 
d'une lyse des globules rouges sans lavage. 

La population lymphocytaire est selectionnee sur le cytometre en flux selon des criteres 
morphologiques (cellules marquees positivement par I'anticorps anti-CD45 (panleucocytes)/ 
structure) et correlee a revaluation des cellules marquees positivement par I'anticorps anti-CD3 
(pan-T), par les anticorps anti-CD4 et/ou anti-CD8 coexprimant CD3 (lymphocytes CD4+ et CD8 + 
respectivement) et par I'anticorps anti-CDI 9 (lymphocytes B). Les cellules NK sont reperees par 
I'absence d'expression de CD3 et CD19 et I'expression de CD16 et/ou CD56. 

Un marquage complementaire CD1 1 b/HLA-DR peut etre ajoute pour identifier les macrophages et 
les quantifier. 

La recherche de I'expression de CD103 est utile pour le diagnostic de sarcoidose. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Non. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Methode sensible et specifique. 

Causes d'erreur, limites du test 

II faut tenir compte du caractere potentiellement hemorragique du prelevement et etudier 
eventuellement en parallele le sang peripherique du patient. 

Les immunophenotypages necessitent des competences specifiques techniques et d'interpretation. 
II existe des variations importantes liees aux conditions de la fibroscopie. 
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Fiche 13.4 

Immunophenotypage des principales populations 
lymphocytaires (T, B, NK) dans le LCR ou autres milieux 
biologiques 


Signification biologique du parametre 

Les populations lymphocytaires (lymphocytes T, 
lymphocytes B et lymphocytes NK) component 
de nontbreuses sous-populations qui peuvent etre 
identifiees a l'aide des antigenes de differentia- 
tion CD qu'elles expriment a leur surface. Dans 
divers contextes pathologiques, il est pertinent de 
rechercher la presence anormale de ces popula- 
tions dans des liquides biologiques, tels que LCR, 
liquide pleural, ascite, ponction de chambre ante- 
rieure de l'ceil, epanchement synovial. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Cet immunophenotypage des populations lym- 
phocytaires T, B et NK permet de determiner 


leurs proportions relatives au sein des lymphocytes 
de l'echantillon. Certains profils peuvent orienter 
le diagnostic vers un processus infectieux (VIH, 
tuberculose) ou etre une aide diagnostique pour 
certaines pathologies inflammatoires (sarcoidoses, 
lupus, uveites...) ou hematologiques (leucemies et 
lymphomes). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un exarnen de deuxieme intention pour 
l'aide au diagnostic. 
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Nature du prelevement 

Liquide preleve sur tube EDTA ou sur tube sec pour les liquides non coagulables. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contralntes d'achemlnement 

Acheminement a temperature ambiante temperee ou refrigeree si delai > 2 beures. 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee si < 1 heure, refrigeree si > 1 heure pour assurer 
un delai maximal de traitement d'une demi-journee. 

Principe methodologique 

L'immunophenotypage des populations lymphocytaires T, B et NK repose sur la realisation d'un 
multimarquage en un ou plusieurs tubes incluant CD45, des marqueurs T (CD3, CD4, CD8), NK 
(CD16-CD56 ou CD56 seul) et eventuellement B (CD19), suivi d'une mesure en cytometrie en flux. 
Le marquage peut etre realise apres centrifugation pour concentrer I'echantillon et est effectue 
a I'aide d'anticorps monoclonaux fluorescents suivi si necessaire d'une lyse des globules rouges 
sans lavage. 

La population lymphocytaire est selectionnee sur le cytometre en flux selon des criteres 
morphologiques (cellules marquees positivement par I'anticorps anti-CD45 (panleucocytes)/ 
structure) et correlee a revaluation des cellules marquees positivement par I'anticorps anti-CD3 
(pan-T), par les anticorps anti-CD4 et/ou anti-CD8 coexprimant CD3 (lymphocytes CD4+ et CD8 + 
respectivement) et par I'anticorps anti-CDI 9 (lymphocytes B). Les cellules NK sont reperees par 
I'absence d'expression de CD3 et CD19 et la positivite du marquage par les anticorps CD16 et/ou 
CD56. 

Le marquage des lymphocytes B, T et NK peut etre complete par des marquages d'activation et/ou 
de differentiation. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Non. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Methode sensible et specifique. 

Causes d'erreur, limites du test 

II faut tenir compte du caractere potentiellement hemorragique du prelevement et etudier si 
necessaire en parallele le sang peripherique du patient. 

Les immunophenotypages necessitent des competences specifiques techniques et d'interpretation. 
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Fiche 13.5 

Caracterisation immunophenotypique approfondie 
des lymphocytes T, B, NK (stade de differenciation, 
etat d'activation, populations regulatrices, repertoire) 


Signification biologique du parametre 

Les populations lymphocytaires sanguines, lym- 
phocytes T, lymphocytes B et lymphocytes NK, 
comportent de nombreuses sous-populations qui 
peuvent etre identifiees et caracterisees de fa^on 
approfondie (stade de differenciation, activation, 
capacites regulatrices, repertoire) a l'aide des anti- 
genes de differenciation CD qu'elles expriment a 
leur surface. Des modifications particulieres sont 
associees a divers contextes pathologiques. 

Objectifs de I'analyse et principales indications 

La caracterisation immunophenotypique approfon- 
die des sous-populations de lymphocytes T, B et NK 


permet de determiner leurs proportions relatives au 
sein de la population lymphocytaire ou leur valeur 
absolue. Ces examens sont utiles pour explorer les 
deficits immunitaires primitifs ou acquis, des 
reponses T specifiques, la qualite d'une reconstitu- 
tion immunitaire et les desordres immunologiques 
(infection, auto-immunite) susceptibles de perturber 
l'equilibre de ces sous-populations lymphocytaires. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'un examen de seconde voire de troisieme 
intention realise dans un nornbre restreint de labora- 
toires dans le cadre d'une RCP clinico-biologique. 
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Nature du prelevement 

Un seul tube de 1 a 5 mL de sang preleve de preference sur EDTA ou heparinate de lithium. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Le volume d'anticoagulant ne doit pas entrainer de dilution de I'echantillon si les mesures en 
valeur absolue en simple plateforme sont determinees. 

Contralntes d'achemlnement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de traitement de 
I'echantillon en 24 heures, en particular pour les mesures en valeur absolue en simple plateforme. 
Un delai plus long doit etre valide par le laboratoire. 

Principe methodologlque 

L'immunophenotypage repose sur la realisation d'un multimarquage suivi d'une mesure en 
cytometrie en flux. Le marquage est realise a I'aide d'anticorps monoclonaux fluorescents 
specifiques des marqueurs d'interet sur sang total suivi d'une lyse des globules rouges. 

La population lymphocytaire est selectionnee sur le cytometre en flux selon des criteres 
morphologiques (cellules marquees positivement par I'anticorps anti-CD45 (panleucocytes)/ 
structure) et correlee a revaluation des cellules marquees positivement : marqueurs d'activation 
(CD69, CD25, CD38, HLA-DR. . caracterisant un immunnophenotype n a'i'f /m emoire/effecteur 
(CD45RA, CD45R0, CD31 , CD62L, CCR7, CD27, CD28, IgM, IgD. . .), regulateur (CD4/CD25, CD1 27, 
CD45RA...), de repertoire (chaines du recepteur T), de lymphocytes specifiques d'antigenes 
(multimeres HLA/peptide antigenique) ou, pour les lymphocytes B, de restriction d'usage 
des chaines legeres d'immunoglobulines (apres lavage pour eliminer les immunoglobulines 
plasmatiques). 

Certains marqueurs exprimes dans le cytoplasme ou le noyau (Ki67, Foxp3...) necessitent la 
permeabilisation des lymphocytes. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee : preparateur de marquage, automate de lyse. 

Type de mesure 

Quantitative. Interpretation en fonction de normes realisees dans le laboratoire sur des sujets sains 
de differentes tranches d'age ou publiees dans la litterature. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Methode sensible et specifique. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les immunophenotypages necessitent des competences specifiques techniques et d'interpretation. 
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Fiche 14.1 

Tests de proliferation lymphocytaire T 


Signification biologique du parametre 

Tous les lymphocytes T sont capables de proliferer 
de fagon non specifique en presence d'un mito- 
gene. Lors d'une reponse immunitaire T contre 
un antigene des lymphocytes T memoire speci- 
fiques sont generes. Une re-exposition de ces cel- 
lules a leur antigene entraine leur proliferation. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le test de proliferation lymphocytaire T consiste a 
evaluer lors d'une stimulation in vitro la capacite 
de proliferation des lymphocytes T en reponse a 
un stimulus non specifique (mitogenes) ou speci- 
fique (antigenes vaccinaux, antigenes infectieux, 
metaux, medicaments...). Le test mesure soit la 
replication d'ADN, rnise en evidence par l'incor- 


poration d'un marqueur, soit la dilution d'un tra- 
ceur incorpore dans le cytoplasme des cellules au 
cours des divisions cellulaires. Les tests de prolife- 
ration aux mitogenes (phytohemagglutinine, 
anticorps anti-CD3, PMA...) et aux antigenes 
notamment vaccinaux (anatoxine tetanique, 
tuberculine, poliovirus. . . ) sont indiques en cas de 
suspicion d'un deficit immunitaire hereditaire ou 
acquis. Les tests de proliferation a d'autres anti- 
genes relevent de l'exploration d'hypersensibilites 
retardees (proteines du lait de vache, beryllium, 
titane, nickel, medicaments...). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Examen de seconde intention dans le bilan d'un 
deficit immunitaire ou d'une hypersensibilite. 
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Nature du prelevement 

Un tube de sang de 7 mL preleve preferentiellement sur heparinate de lithium ou citrate. Le volume 
peut etre augmente en cas de deficit immunitaire ou de suspicion de sensibilisation aux metaux ou 
medicaments. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contralntes d'achemlnement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. Des temperatures ambiantes < 20 °C nuisent a 
la qualite de I'analyse (attention au transport en periode hivernale). 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de traitement 
de I'echantillon de 24 heures. 

Principe methodologlque 

Les cellules mononucleees sanguines isolees par gradient de densite (Ficoll) sont mises en 
culture en presence de I'agent stimulant d'interet pour une periode de 3 a 7 jours. Des temoins 
positif (stimulation non specifique des lymphocytes T par des mitogenes) et negatif (cellules 
mononucleees seules) sont realises. Trois methodes peuvent etre utilisees pour reveler la reponse 
proliferative des lymphocytes T : 

- incorporation de thymidine tritiee ( 3 H) : c'est la technique de reference. La thymidine 3 H ajoutee 
1 6 heures avant la fin de la culture est incorporee par les cellules en proliferation lors de la phase 
S de synthese d'ADN du cycle cellulaire. A la fin de la culture, les cellules sont lavees, transferees 
sur filtre, et la radioactivite incorporee est mesuree a I'aide d'un compteur |3 a scintillation liquide 
ou solide. Un index de proliferation est calcule par rapport a I'incorporation de thymidine 3 H des 
cellules autologues non stimulees; 

- incorporation d'EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine) : cet analogue de la thymidine est incorpore 
dans les lymphocytes T qui proliferent; ceux-ci sont identifies par cytometrie en flux apres 
marquage intracellulaire de I'EdU; 

- dilution du CFSE (carboxyfluoresceine diacetate succinimidyl ester) : avant la mise en culture, 
les cellules sont marquees par un traceur fluorescent, le CFSE qui forme des liaisons covalentes 
stables avec des molecules intracellulaires. Au cours de la culture, a chaque division cellulaire, 
le CFSE est dilue entre les cellules filles. A la fin de la culture, la fluorescence des cellules est 
analysee par cytometrie en flux, permettant d'identifier les lymphocytes T ayant subi une ou 
plusieurs divisions cellulaires en fonction de leur intensite de fluorescence. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Bonne valeur predictive positive. 

Causes d'erreur, limites du test 

La positivite des tests de proliferation aux antigenes repose sur une sensibilisation anterieure a 
I'antigene par vaccination ou infection dans le cas des antigenes infectieux. Les tests concernant 
des antigenes vaccinaux sont interpretables pendant les deux annees qui suivent la vaccination et 
un test negatif au-dela de ce delai necessite la realisation d'un nouveau test de proliferation apres 
un rappel vaccinal. La positivite d'un test de proliferation lymphocytaire au beryllium doit etre 
verifiee 3 mois apres obtention d'un premier test positif. La sensibilite peut etre prise en defaut 
pour les medicaments si I'immunisation est developpee vis-a-vis d'un metabolite. 

La realisation de ces tests necessite des competences specifiques techniques et d'interpretation. 
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Fiche 14.2 


Analyse de la capacite de production de cytokines 
des lymphocytes T apres stimulation polyclonale 


Signification biologique du parametre 

Lors d'une reponse immune a mediation cellu- 
laire, les lymphocytes T actives produisent diffe- 
rents profils de cytokines caracteristiques de leur 
fonction. Pour tester la fonctionnalite des lym- 
phocytes T d'un patient, leur capacite de produc- 
tion de cytokines declenchee par une stimulation 
polyclonale in vitro peut etre evaluee. Le profil 
Thl est le plus generalement explore. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Apres activation non specifique (polyclonale) par 
des mitogenes, les lymphocytes T secretant des 


cytokines Thl peuvent etre quantifies par la detec- 
tion d'une ou de plusieurs des cytokines qu'ils 
produisent (IL-2, IFN-y). Cet examen est utile 
pour explorer principalement les deficits immuni- 
taires primitifs ou acquis et la qualite des reponses 
immunitaires. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Cet examen est realise en seconde intention dans 
le bilan d'un deficit ou d'un dysfonctionnement 
immunitaire. 


Nature du prelevement 

Un tube de sang de 7 mL preleve preferentiellement sur heparinate de lithium ou citrate. 
Le volume peut etre augmente en cas de deficit immunitaire. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. Des temperatures ambiantes < 20 °C nuisent a 
la qualite de I'analyse (attention au transport en periode hivernale). 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de traitement 
de I'echantillon de 24 heures. 

Principe methodologique 

La technique devaluation des cytokines intracellulaires en cytometrie en flux permet d'identifier 
precisement les cellules productrices et d'en quantifier la proportion en pourcentage. Le test peut etre 
realise directement sur sang total ou sur des cellules isolees par gradient de Ficoll. Les lymphocytes 
T sont stimules par des mitogenes (activation polyclonale par differentes combinaisons PMA/ 
ionomycine, CD3/CD28. . .) pendant une duree d'environ 4 heures en presence d'un agent bloquant 
la secretion extracellulaire des proteines (monensine ou brefeldine) pour permettre I'accumulation 
des cytokines en intracellulaire. Un temoin negatif est realise en parallele. Apres le temps de culture, 
les cellules sont lavees puis marquees par des anticorps monoclonaux fluorescents caracterisant les 
sous-populations de lymphocytes T (CD3, CD4, CD8. . .). Apres permeabilisation, elles sont marquees 
avec des anticorps diriges contre les cytokines d'interet. Le pourcentage de cellules T secretant la 
ou les cytokines d'interet est determine par cytometrie en flux apres soustraction de la production 
spontanee mesuree dans les cellules non stimulees. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Bonnes. 

Causes d'erreur, limites du test 

La combinaison d'immunophenotypages membranaires et d'immunomarquages 
intracytoplasmiques necessite des competences specifiques techniques et d'interpretation. 
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Fiche 14.3 

Test d'exploration fonctionnelle de I'apoptose 
des lymphocytes T 


Signification biologique du parametre 

L'apoptose, ou mort cellulaire programmee, est un 
mecanisme regulateur essentiel de l'homeostasie cel- 
lulaire (elimination de cellules senescentes, dange- 
reuses, devenues inutiles. . .). Elle permet entre autres 
1' elimination des lymphocytes dysfonctionnels ou 
autoreactifs du systeme immunitaire. C'est egale- 
ment un processus apoptotique qui est implique 
dans l'elimination des lymphocytes specifiques pro- 
duits apres une reponse immunitaire. Un dysfonc- 
tionnement de ce programme peut s'averer deletere 
pour l'organisme : en particulier, un defaut d'apop- 
tose peut conduire au developpement de syndromes 
lymphoproliferatifs auto-immuns (ALPS). Deux 
voies principales d' activation de l'apoptose sont 
actuellement identifiees : la voie extrinseque des 
recepteurs a domaines de mort (Fas, TNF) et la voie 
intrinseque mitochondriale. Des defauts genetiques 
du gene FAS sont le plus souvent en cause mais des 
alterations d' autres voies d'apoptose lymphocytaire 
pourraient conduire a la meme maladie. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Apres culture in vitro de lymphocytes T, les princi- 
pales voies d'apoptose cellulaire sont activees et le 
pourcentage de mort cellulaire est analyse en cyto- 
metrie en flux. Ce test fonctionnel explorant 
l'apoptose des lymphocytes T est essentiellement 
propose pour diagnostiquer et explorer les patients 
suspects de defauts genetiques des genes FAS et 
FASL. 

Place dans la hierarchie 
d'un bilan d'exploration 

II s'agit d'une analyse de troisieme intention reali- 
see pour des patients suspects d'ALPS si les bio- 
marqueurs sont positifs (exces de lymphocytes T 
double negatifs, elevation du FasL et de l'IL-10 
plasmatique) et que 1' identification du defaut 
genetique n'a pas abouti. 

Ce test est realise dans un nornbre restreint de labo- 
ratoires dansle cadre d'une RCP clinico-biologique. 
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Nature du prelevement 

Un tube de 10 mL preleve preferentiellement sur heparinate de lithium. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. Des temperatures ambiantes < 20 °C 
nuisent a la qualite de I'analyse (attention au transport en periode hivernale). 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer une realisation maximale dans les 
48 heures. Limiter au maximum le delai entre le prelevement et la realisation du test. 

Principe methodologique 

Apres isolement, les lymphocytes T sont cultives 9 jours en presence de PHA et d'IL-2. Le test 
fonctionnel de I'apoptose est ensuite declenche par incubation avec de I'APOI (anti-CD95 ou 
anti-Fas, apoptose dependante de Fas), de la sulfasalazine (apoptose mitochondriale) ou par 
une privation en IL-2 (apoptose par privation en facteur de croissance). Le pourcentage de 
lymphocytes T en apoptose est analyse par cytometrie en flux par un multimarquage associant des 
marqueursT et la combinaison annexineV/iodure de propidium. 

Cet examen doit etre imperativement realise en parallele avec des cellules provenant d'un sujet sain. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Non. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Bonnes specificite et sensibilite. 

Causes d'erreur, limites du test 

II s'agit d'une technique complexe dependant de la qualite du prelevement. De faux negatifs 
sont possibles en cas de mutation somatique de FAS (les cellules mutees disparaissent lors 
de la culture). Cet examen est realise dans un nombre restreint de laboratoires. 
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Fiche 14.4 

Quantification des lymphocytes T specifiques d'antigenes 


Signification biologique du parametre 

A Tissue d'une reponse lymphocytaire T adapta- 
tive, un contingent de lymphocytes T CD4 et 
CDS memoire persiste dans l'organisme. En cas 
de reintroduction de T antigene, les cellules T 
memoire specifiques de T antigene sont plus facile - 
ment activees et exercent rapidement leurs fonc- 
tions. Pour tester chez un patient son immunite T 
specifique vis-a-vis d'un antigene auquel il a ete 
anterieurement expose, on peut evaluer la capacite 
de production de cytokines de ses lymphocytes T 
specifiques de T antigene en les activant in vitro par 
cet antigene et quantifier les cellules repondeuses. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les lymphocytes T prealablement sensibilises 
in vivo (lymphocytes memoire effecteurs et effec- 
teurs) sont capables de repondre in vitro a une sti- 
mulation antigenique courte et peuvent etre 
quantifies par la detection d'une ou de plusieurs 


des cytokines qu'ils produisent (par exemple 
TIFN-y). Cette quantification peut etre realisee en 
ELISPOT ou en cytometrie en flux par la detec- 
tion des cytokines intracytoplasmiques. Ces tests 
permettent notamment d' analyser quantitative - 
ment (nombre de cellules repondeuses) et qualita- 
tivement (type de cytokines secretees) les reponses 
lymphocytaires T specifiques d'antigenes infec- 
tieux et tumoraux. Ils permettent d'evaluer les 
reponses lymphocytaires T specifiques de virus 
(EBV, CMV, BKV, etc.) chez les patients immuno- 
deprimes ou specifiques d'antigenes tumoraux 
dans le cadre de protocoles d'immuno-intervention 
en cancerologie. 

Place dans ia hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce test a sa place dans un bilan immunitaire en 
seconde voire troisieme intention et est realise 
dans un nombre restreint de laboratoires dans le 
cadre d'une RCP clinico- biologique. 
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Exploration de I’immunite cellulaire 


Nature du prelevement 

Un tube de sang de 7 mL preleve preferentiellement sur heparinate de lithium ou citrate. Le volume 
peut etre augmente en cas de deficit immunitaire. 

Le test ELISPOT est potentiellement realisable a partir de tout liquide d'epanchement contenant 
des lymphocytes en nombre suffisant, ainsi que sur des LBA. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante temperee. Des temperatures ambiantes < 20 °C nuisent a la qualite 
de I'analyse (attention au transport en periode hivernale). 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de traitement 
de I'echantillon de 24 heures. Une etape de congelation des lymphocytes en DMSO apres 
separation (Ficoll) est recommandee en cas de delai > 24 heures. 

Principe methodologique 

Les cellules mononucleees sanguines isolees par gradient de densite (Ficoll) sont mises en culture 
en presence de I'agent stimulant d'interet pour une duree dependant du test et du stimulant 
utilises. Des terrains positif (stimulation non specifique des lymphocytes T par un mitogene) 
et negatif (cellules mononucleees seules) sont realises. 

Dans le test ELISPOT, les cellules sont mises en culture en presence de I'agent stimulant d'interet 
(peptides immunogenes, pools de peptides chevauchants, proteines. . .) dans des puits dont le fond 
est une membrane sur laquelle est adsorbe un anticorps monoclonal de capture de la cytokine 
choisie. Apres 16 a 40 heures de culture, les cellules sont eliminees par lavage et la cytokine 
capturee est revelee par un anticorps secondaire conjugue et une revelation colorimetrique. 
Chaque cellule productrice de cytokine est visualisee sous forme d'une tache coloree (ou spot) 
sur la membrane. Le nombre de spots par puits est determine au microscope, a la loupe, ou 
idealement de fagon semi-automatisee a I'aide d'un lecteur dedie. Le resultat est rendu en nombre 
de cellules formant spots ( Spot Forming Cells, SFC). 

Pour la detection intracytoplasmique en cytometrie en flux des cytokines produites, les cellules 
sont mises en culture en presence de I'agent stimulant et d un agent bloquant la secretion 
extracellulaire des proteines pour permettre ('accumulation des cytokines en intracellulaire. Apres 
le temps de culture, les cellules sont lavees puis marquees pour mesurer la viabilite cellulaire et/ 
ou detecter de molecules de surface caracterisant les sous-populationsT. Apres permeabilisation, 
elles sont marquees avec des anticorps diriges contre les cytokines recherchees. Le pourcentage 
de cellules T specifiques secretant la ou les cytokines d'interet est determine par cytometrie 
en flux. Cette methode permet d'evaluer la secretion concomitante de plusieurs cytokines 
(identification de cellules polyfonctionnelles) ainsi que de caracteriser le phenotype et I'etat 
de differenciation des lymphocytes T specifiques d'antigene. 

Type de methode 

Manuelle, lecture semi-automatisee : ELISPOT. 
Semi-automatisee, automate de lyse : cytometrie. 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Maison, national (reseau de laboratoires). 

Performances du test 

Bonne valeur predictive positive. Dans la situation d'analyse de cellules rares en cytometrie, le 
seuil de positivite suggere est de 0,01 % de lymphocytes T positifs pour une cytokine donnee apres 
soustraction du bruit de fond des cellules seules. Pour I'ELISPOT, le test est considere comme 
positif si le nombre de spots est > 5 ou 10 (selon les antigenes testes) pour 10 s cellules apres 
soustraction du bruit de fond. 

Causes d'erreur, limites du test 

La fiabilite de I'enumeration depend de la qualite technique du test (comptage et pipetage des 
cellules). 

La sensibilite du test est diminuee voire ininterpretable lorsqu'il existe un nombre eleve de spots 
en I'absence d'antigene, situation frequente a la phase aigue d'une infection. 

Une culture ex vivo et I'addition de cytokines peuvent etre necessaires dans le cas de reponses 
specifiques T de faible frequence (reponses antitumorales). 

Ces deux approches methodologiques necessitent des competences techniques specifiques 
et d'interpretation. 
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Fiche 14.5 

Etude de la capacite cytotoxique des lymphocytes T CD8 
(test de degranulation et autres tests) 


Signification biologique du parametre 

Lorsque les cellules T cytotoxiques (CTL) recon- 
naissent des cellules cibles, le contenu des granules 
lytiques, y compris des proteines telles que perfo- 
rine, granzymes et granulysine, sont secretees par 
degranulation. Les molecules CD107a (egalement 
connu sous le nom de proteine de membrane 
associee au lysosome 1, LAMP-1) et CD107b 
sont des glycoproteines presentes dans la mem- 
brane des granules cytotoxiques des CTL qui sont 
alors exposees a la surface cellulaire. La liberation 
du contenu des granules lytiques dans la cellule 
cible induit sa mort. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L'etude de la capacite cytotoxique des lympho- 
cytes T CD8 consiste a evaluer lors d'une stimu- 
lation in vitro l'etat fonctionnel des CTL 
antiviraux soit par leur capacite a degranuler soit 
par leur capacite a lyser une cible. Des activateurs 
polyclonaux (anticorps specifiques du complexe 


CD 3 associe au TCR le plus souvent) sont utilises 
pour evaluer une fonction globale. Ce test est 
indique pour le diagnostic de patients presentant 
un defaut genetique de cytotoxicite (lympho-his- 
tiocytose familiale, maladie de Griscelli ou de 
Chediak-Higashi). 

Des cellules autologues infectees par un virus ou 
incubees avec des peptides antigeniques viraux 
sont utilisees comme cibles pour evaluer des 
reponses specifiques. Dans ce dernier cas, un 
resultat negatif peut etre le temoin d'un deficit 
ou d'une absence d'exposition au virus. Ce test 
est indique en cas d'infection virale chez d'autres 
patients immunodeficients pour evaluer le 
niveau de competence leurs reponses au virus 
teste. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'une analyse de seconde intention reali- 
see dans un nornbre restreint de laboratoires dans 
le cadre d'une RCP clinico-biologique. 
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Exploration de I’immunite cellulaire 


Nature du prelevement 

Deux tubes de 7 mL preleves sur anticoagulant preferentiellement heparinate de lithium. 
Le volume peut etre augmente en cas de deficit immunitaire. 

Recommandations pour la qualite 
du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. Des temperatures ambiantes < 20 °C 
nuisent a la qualite de I'analyse (attention au transport en periode hivernale). 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de traitement 
de I'echantillon de 24 heures. Une etape de congelation des lymphocytes en DMSO apres 
separation (Ficoll) est recommandee en cas de delai > 24 heures. 

Principe methodologique 

Apres isolement des cellules mononucleees sanguines par gradient de densite (Ficoll), la 
fonction des CTL peut etre analysee par analyse de la degranulation des CTL actives en 
presence de differentes doses d'anticorps anti-CD3 ou de peptides antigeniques viraux. Cette 
activation entraine une degranulation des proteines de mort et I'expression des molecules 
CD1 07a et CD1 07b a la surface des lymphocytes actives. L'intensite de la degranulation 
est evaluee par cytometrie en flux et est exprimee en pourcentage des cellules T CD8 
exprimant ces molecules sur I'ensemble des cellules T CD8 etudiees. Cet examen doit etre fait 
imperativement en parallele avec des cellules provenant d'un controle sain pour le diagnostic 
de deficit immunitaire. 

II est egalement possible de realiser une analyse de la production intracellulaire des molecules 
lytiques, perforine ou granzymes, des CTL actives en presence d'un tetramere ou d'activateurs 
polyclonaux. Cette activation, realisee en presence de brefeldine A qui empeche la sortie des 
proteines synthetisees de novo du reticulum endoplasmique, entraine I'accumulation dans le 
cytoplasme des molecules lytiques, qui sont detectees apres permeabilisation membranaire en 
cytometrie en flux. Le resultat est exprime en pourcentage des cellules T CD8 exprimant ces 
molecules sur I'ensemble des cellules T CD8 etudiees. 

Enfin, I'analyse du relargage de chrome radioactif par des cibles lysees est le test de reference 
mais il n'est pratiquement plus pratique. II necessite une activation prealable des CTL puis un 
test de lyse proprement dit en presence de cibles autologues marquees au chrome radioactif 
( 51 Cr). La lyse des cellules cibles entraine un relargage de 51 Cr, detectable dans le surnageant. 
L'intensite de la lyse est exprimee en pourcentage par rapport a la lyse maximale (controle 
positif) apres deduction du bruit de fond (controle negatif). Un traceur non radioactif tel que 
I'europium peut etre utilise. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Quantitative pour les tests en cytometrie en flux. 

Semiquantitative (resultats communiques sous forme de reponse positive ou negative derivee 
de valeurs quantitatives) pour les tests de relargage de 5, Cr. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Bonne specificite ; sensibilite excellente (activation polyclonale) a faible (activation par certains 
antigenes viraux). 

Causes d'erreur, limites du test 

Technique complexe. 

Taux d'echecs techniques dependant de la qualite du prelevement ou des virus testes. 
Variabilite des resultats et faux negatifs possibles en particulier pour les virus donnant lieu a 
des reponses faibles. 
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Fiche 14.6 

Etude de la fonction des lymphocytes NK 


Signification biologique du parametre 

Lorsque les lymphocytes NK reconnaissent des cel- 
lules cibles, ils sont actives et secretent des cytokines, 
en particulier de l'IFN-y. Cette activation entraine 
egalement la secretion du contenu des granules 
lytiques, y compris des proteines telles que la perfb- 
rine, les granzymes et la granulysine, par degranula- 
tion. Les molecules CD107a (egalement connue 
sous le nom de proteine de membrane associee au 
lysosome 1, LAMP-1) et CD107b sont des glyco- 
proteines presentes dans la membrane des granules 
cytotoxiques des CTL qui sont alors exposees a la 
surface cellulaire. La liberation du contenu des gra- 
nules lytiques dans la cellule cible induit sa mort. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L' etude de la fonction des lymphocytes NK consiste 
a evaluer lors d'une stimulation in vitro leur etat 


fonctionnel soit par leur capacite a synthetiser de 
l'IFN-y soit par leur capacite a degranuler apres 
activation par des activateurs polyclonaux. 

Ces tests sont indiques pour evaluer le niveau de 
competence des reponses des patients immuno- 
deficients. Le test de degranulation est indique 
pour le diagnostic de patients presentant un 
defaut genetique de cytotoxicite (lympho-histio- 
cytose familiale, maladie de Griscelli ou de 
Chediak-Higashi) . 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

II s'agit d'une analyse de seconde intention reali- 
see dans un nombre restreint de laboratoires dans 
le cadre d'une RCP clinico-biologique. 


206 


Exploration de I’immunite cellulaire 


Nature du prelevement 

Deux tubes de 7 mL preleves sur anticoagulant preferentiellement heparinate de lithium. Le volume 
peut etre augmente en cas de deficit immunitaire. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. Des temperatures ambiantes < 20 °C nuisent a 
la qualite de I'analyse (attention au transport en periode hivernale). 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de traitement 
de I'echantillon de 24 heures. 

Principe methodologique 

Apres isolement des cellules mononucleees sanguines par gradient de densite (Ficoll), la fonction 
des lymphocytes NK est etudiee par analyse de la degranulation des lymphocytes NK actives en 
presence de la lignee K562 (lignee erythroleucemique spontanement sensible a la lyse NK) ou 
de la lignee P815 (lignee murine de mastocytome FcgR + ) recouverte d'anticorps anti-CDI 6 ou 
anti-NKG2D. Cette activation entraine une degranulation des proteines de mort et I'expression 
des molecules CD1 07a et CD1 07b a la surface des lymphocytes NK actives. L'intensite de la 
degranulation est evaluee par cytometrie en flux et est exprimee en pourcentage des cellules 
NK exprimant ces molecules sur I'ensemble des cellules NK etudiees. Cet examen doit etre fait 
imperativement en parallele avec des cellules provenant d'un controle sain pour le diagnostic 
de deficit immunitaire. 

II est egalement possible de realiser une analyse de la production intracellulaire d'IFN-y des 
lymphocytes NK actives par des cytokines comme l'IL-2 et I'lL-l 8. Cette activation, en presence 
d'un agent bloquant la secretion extracellulaire des proteines (monensine ou brefeldine) qui permet 
I'accumulation de I'IFN-y. Un temoin negatif est realise en parallele. Apres activation, les cellules 
sont lavees, marquees en membrane par des anticorps monoclonaux fluorescents permettant 
de caracteriser les lymphocytes NK (CD3, CD56, etc.) et apres permeabilisation en intracytoplasmique 
avec un anticorps anti-IFN-y. Le pourcentage de cellules NK secretant I'lFN-y est determine par 
cytometrie en flux apres soustraction de la production spontanee des cellules non stimulees. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Bonnes. 

Causes d'erreur, limites du test 

Technique complexe. 
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Fiche 14.7 

Etude microscopique du cheveu pour I'exploration 
de certains defauts genetiques de cytotoxicite 


Signification biologique du parametre 

Les syndromes de Griscelli et de Chediak- Higashi 
sont caracterises par la presence de granulations 
anormales du cheveu visibles en microscopie 
optique. Les deux syndromes peuvent etre distin- 
gues sans ambigui'te par 1' aspect different des amas 
de pigment dans la gaine du cheveu. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Suspicion d'un syndrome de Griscelli ou de 
Chdiak-Higashi devant un patient presentant un 


albinisme partiel, des signes cliniques et/ou biolo- 
giques d'activation lympho-histiocytaire. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Premiere intention pour diagnostiquer un albi- 
nisme partiel d'un syndrome de Griscelli ou de 
Chediak-Higashi. 
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Exploration de I’immunite cellulaire 


Nature du prelevement 

Cheveux. 

Recommandations pour la qualite 

Au moins2cm. 

du prelevement 


Contraintes d'acheminement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Temperature ambiante. 

Principe methodologique 

Examen du cheveu entre lame et lamelle avec une goutte d'huile a I'aide d'un 


microscope optique en le comparant avec un cheveu normal. 



Chediak-Higashi 


Type de Methode 

Manuelle. 

Type de Mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Non. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Variable en fonction de I'investigateur, d'ou la necessity d'un investigateur 
experiments. 

Causes d'erreur, limites du test 

Absence d'huile. Cet examen est realise dans un nombre restreint de 
laboratoires. 



Griscelli 



Cheveu normal 
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Exploration de I’immunite cellulaire 


Fiche 15.1 

Test immunologique de depistage de I'infection 
tuberculeuse latente par ELISA-IFN-y (Quantiferon ) 


Signification biologique du parametre 

Les lymphocytes T memoire effecteurs specifiques 
de Mycobacterium tuberculosis peuvent etre identi- 
fies par leur capacite a secreter de l'lFN-y en 
reponse a une stimulation par des antigenes speci- 
fiques de cette bacterie mais absents du BCG et des 
principales mycobacteries atypiques. La quantifica- 
tion de l'lFN-y secrete permet de determiner la 
presence ou non de ces cellules chez un sujet. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les sujets presentant une infection tuberculeuse 
latente (ITL) sont a risque de reactivation d'une 
tuberculose maladie (TM), surtout en situation 
d'immunodepression. Leur identification et leur 
traitement permettent de limiter les reactivations 
et la contamination de nouveaux sujets. La pre- 
sence de lymphocytes T memoire effecteurs speci- 
fiques de M. tuberculosis dans le sang peripherique 
indique une ITL. La presence de ces cellules est 
identifiee par une secretion d'lFNy apres stimula- 
tion in vitro par des antigenes du bacille. L'lFN-y 
produit dans le plasma est mesure par un test 
ELISA. Les indications de ce test ont ete definies 


par le Haut Conseil en Sante publique (HCSP) en 
2011 : 

• pour le depistage de 1'ITL en remplacement de 
l'IDR dans les situations suivantes : 

- avant une raise en route d'un traitement par 
anti-TNFa ; 

- au cours d'une enquete autour d'un cas 
index ; 

- chez les enfants migrants de moins de 1 5 ans ; 

- a l'embauche pour le personnel profession - 
neliement expose ; 

- au cours du bilan initial des patients infectes 
par le VIH ; 

• dans un contexte de prise en charge pluridiscipli- 
naire, pour 1' aide au diagnostic de tuberculose pauci- 
bacillaire en cas de diagnostic difficile chez 1' enfant 
ou de tuberculose extrapulmonaire chez l'adulte. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce test fait partie du bilan de premiere intention 
selon les recommandations publiees par le HCSP. 
Chez les patients immunodeprimes ou les sujets 
contact, un resultat negatif ou indetermine peut 
justifier un controle. 
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Nature du prelevement 

Sang preleve directement sur les trois tubes tests (tubes nul, antigene et mitogene, preleves dans 
cet ordre) ou sang preleve sur heparinate de lithium puis transfere a raison de 1 mL dans les trois 
tubes tests. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Si le prelevement est realise directement, verifier que le remplissage des tubes a atteint le 
niveau de la ligne indicatrice de 1 mL. Agiter doucement environ 1 0 fois chaque tube test apres 
prelevement ou remplissage pour decrocher le mitogene ou les antigenes fixes sur les parois. 

Contralntes d'achemlnement 

Acheminement rapide a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de 
traitement de I'echantillon de 12 heures. 

Mode de conservation 

Apres realisation de la stimulation a 37 °C, les tubes centrifuges sont refrigeres avant realisation 
rapide du dosage par ELISA de I'IFN-y. 

Principe methodologique 

Le tube controle negatif ne contient aucun agent stimulant (tube nul) ; le tube controle positif 
contient un mitogene ; le tube antigene contient des peptides specifiques de M. tuberculosis 
(ESAT-6, CFP10, TB7.7). Ces tubes sont incubes pendant 16 a 24 heures a 37 °C. Le plasma 
de chaque tube est recueilli apres centrifugation et la presence d'lFN-y produit en reponse aux 
stimulations est quantifiee par methode ELISA. Les resultats exprimes en UI/mL sont interpretes 
selon les recommandations du fournisseur. Le resultat est dit indetermine en cas de non-reponse 
au mitogene ou de production d'IFN-y au-dessus du seuil dans le tube nul. 

Type de methode 

Manuelle : ELISA. 

Automatisee : systeme ELISA automatise. 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. Le test aboutit a un resultat chiffre mais I'interpretation est 
qualitative : les comptes rendus doivent comporter les resultats quantitatifs des tests et leur 
interpretation doit etre ponderee selon le contexte de prescription. 

CIQ 

Maison ou commercial. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Tres bonne specificite ; sensibilite aux alentours de 90 % mais moindre dans certaines 
populations immunodeprimees (enfants < 6 ans, sujets ages, infection par le VIH, traitements 
immunosuppresseurs...). 

Causes d'erreur, limites du test 

Un resultat positif indique I'existence d'une reponse memoire effectrice T specifique mais ne 
permet pas de dater un contact avec M. tuberculosis ni de temoigner d'une phase active de la 
maladie. 

II existe de rares de faux positifs (M. marimum , M. kansasii , M. szulgai ) et des faux negatifs. 

Ce test fonde sur une evaluation fonctionnelle des lymphocytes T est a utiliser et a interpreter avec 
precaution chez les sujets immunodeprimes. 

Une zone de difficulte d'interpretation du test est definie dans la litterature entre 0,2 UI/mL et 0,7 
UI/mL d'IFN-y. 
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Fiche 15.2 

Test immunologique de depistage de I'infection 
tuberculeuse latente par ELISPOT-IFN-y (T-SPOT.TB®) 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les lymphocytes T memoire effecteurs specifiques 
de Mycobacterium tuberculosis peuvent etre identi- 
fies par leur capacite a secreter de l'IFN-y en 
reponse a une stimulation par des antigenes speci- 
fiques de cette bacterie mais absents du BCG et 
des principales mycobacteries atypiques. La quan- 
tification de l'IFN-y secrete permet de determiner 
la presence ou non de ces cellules chez un sujet. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Les sujets presentant une infection tuberculeuse 
latente (ITL) sont a risque de reactivation d'une 
tuberculose maladie (TM), surtout en situation 
d'immunodepression. Leur identification et leur 
traitement permet de limiter les reactivations et la 
contamination de nouveaux sujets. La presence de 
lymphocytes T memoire effecteurs specifiques de 
M. tuberculosis dans le sang peripherique indique 
une ITL. Ces cellules sont identifiees en ELISPOT 
par leur secretion d'IFN-y apres stimulation 
in vitro par des antigenes du bacille. Les indica- 


tions de ce test ont ete definies par le Haut Conseil 
en Sante Publique (HCSP) en 2011 : 

• pour le depistage de 1'ITL en remplacement de 
1'IDR dans les situations suivantes : 

- avant une raise en route d'un traitement par 
anti-TNFa ; 

- au cours d'une enquete autour d'un cas index; 

- chez les enfants migrants de ntoins de 15 ans; 

- a l'embauche pour le personnel profession - 
nellement expose ; 

- au cours du bilan initial des patients infectes 
par le VIH ; 

• dans un contexte de prise en charge pluridiscipli- 
naire, pour 1' aide au diagnostic de tuberculose pauci- 
bacillaire en cas de diagnostic difficile chez l'enfant 
ou de tuberculose extrapulmonaire chez l'adulte. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce test fait partie du bilan de premiere intention 
selon les recommandations publiees par le HCSP. 
Chez les patients immunodeprimes ou les sujets 
contact un resultat negatif ou indetermine peut 
justifier un controle. 
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Nature du prelevement 

Sang preleve de preference sur heparinate de lithium ou citrate. 

Le test est potentiellement realisable dans tout liquide biologique contenant des lymphocytes T en 
nombre suffisant preleve dans un tube sec. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante temperee pour assurer un delai maximal de traitement 
de I'echantillon de 8 heures. Pour des delais plus importants, il existe un stabilisant permettant 
de porter le delai de conservation a 32 heures. 

Principe methodologique 

II est recommande de realiser les manipulations en environnement sterile (hotte a flux laminaire). 

Les cellules mononucleees sont isolees par gradient de densite, comptees et deposees a raison de 2,5 
■ 10 6 cellules dans 100 pL de milieu specifique (AIM-V) dans les quatre puits du kitT-Spot.TB® 
recouverts d'anticorps anti-IFN-y. II s'agit respectivement d'un puits controle negatif (milieu seul), d'un 
puits controle positif (PHA) et de deux puits tests «A» et «B» contenant les peptides de M. 
tuberculosis. Les puits sont incubes 16 a 20 heures a 37 °C puis sont laves et incubes avec un 
anticorps secondaire anti-IFN-y conjugue a la phosphatase alcaline. La revelation est effectuee par 
ajout du substrat enzymatique et d'un chromogene. La presence des spots (correspondant a des 
cellules secretant de ITFN-y) est determinee a I'aide d'un microscope, d'une loupe ou d'un lecteur 
ELISPOT automatise. Les resultats exprimes en SFC (Spot Forming Cells)/ puits sont interprets selon 
les recommandations du fournisseur. 

Type de methode 

Manuelle ou semi-automatisee (lecteur ELISPOT avec logiciel d'analyse approprie). 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. Le test aboutit a un resultat chiffre mais I'interpretation est 
qualitative : les comptes rendus doivent comporter les resultats quantitatifs des tests et leur 
interpretation doit etre ponderee selon le contexte de prescription. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Tres bonne specificite, sensibilite aux alentours de 95 % mais moindre dans certaines populations 
immunodeprimees (enfants < 6 ans, sujets ages, infection par le VIH, traitements 
immunosuppresseurs...). 

Causes d'erreur, limites du test 

Une attention particuliere doit etre apportee a la qualification technique du personnel car ce test 
necessite beaucoup de manipulations cellulaires. 

Un resultat positif indique I'existence d'une reponse memoire effectrice T specifique mais ne permet 
pas de dater un contact avec M. tuberculosis , ni de temoigner d'une phase active de la maladie. 

En particulier il n'y a pas dans la litterature de correlation entre le nombre de spots et le caractere actif 
de la maladie ni avec une efficacite therapeutique. 

II existe de rares de faux positifs (M. marimum, M. kansasii , M. szulgai) et des faux negatifs. 

Ce test fonde sur une evaluation fonctionnelle des lymphocytes T est a utiliser et a interpreter avec 
precaution chez les immunodeprimes. 

Une zone de difficulte d'interpretation du test est definie dans la litterature entre 6 et 10 spots. 
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Fiche 16.1 


Etude de ('expression des molecules d'adherence 
des polynucleaires neutrophiles 


Signification biologique du parametre 

La migration des polynucleaires neutrophiles (PNN) 
du sang circulant vers le site infectieux est une etape 
critique dans la defense contre les agents pathogenes. 
Cette migration trans-endotheliale depend de diffe- 
rentes molecules d'adherence, dont Sialyl-LewisX 
(CD15), les selectines (CD62P, E, L) responsables 
du roulement a la surface de l'endothelium et les 
integrines P 2 , dont l'heterodimere CDllb/CD18, 
responsables de 1' adherence de forte affinite, prea- 
lable a la transmigration. L'expression des molecules 
d'adherence depend de l'etat d' activation des PNN. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Ce test est indique en cas de suspicion de deficit 
quantitatif ou fonctionnel des molecules d'adherence 
(LAD) qui s'accompagne d'infections bacteriennes 


et fongiques recurrentes et, pour les deficits en inte- 
grines p„ d'une absence de pus au niveau des sites 
infectes, une hyperleucocytose et un retard de la 
chute du cordon. Bien que rare, le deficit le plus fre- 
quent est du a l'absence de synthese ou a une syn- 
these anormale de la sous-unite CD 18 commune 
aux integrines p, (LAD I). Le deficit en Syalyl-LewisX 
(LAD II) est exceptionnel. Ce test permet egalement 
d'evaluer l'etat ou la capacite d'activation des PNN. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Ce deficit de l'immunite innee est en general 
recherche apres avoir elimine une neutropenie, un 
deficit en immunoglobulines ou un deficit de 1' ac- 
tivation du complement. Cette recherche est reali- 
see dans un nombre restreint de laboratoires dans 
le cadre d'une RCP clinico-biologique. 


Nature du prelevement 

Sang sur heparinate de lithium. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement a temperature refrigeree dans les 4 heures suivant le prelevement au laboratoire en raison 
de la demi-vie courte des PNN. En cas de destination lointaine, un delai plus long mais de moins de 24 heures 
est accepte si le prelevement d'un sujet temoin est realise dans les memes conditions de transport. 

Mode de conservation 

Conservation a temperature refrigeree. 

Principe methodologique 

L'exploration de l'expression des molecules d'adherence se fait par multimarquage realise a I'aide 
d'anticorps monoclonaux fluorescents specifiques des marqueurs d'interet sur sang total, suivi d'une 
mesure en cytometrie en flux. 

La population de polynucleaires est selectionnee sur le cytometre en flux selon des criteres 
morphologiques et l'expression des principales molecules d'adherence est analysee avant et apres 
stimulation a 37 °C et apres activation par differents stimulus (LPS, fMLP. . afin d'ecarter une 
anomalie des voies transductionnelles. 

L'integrine CD1 1 b/CDI 8 est presente a la surface de 10 % des PNN au repos mais 100 % des 
PNN actives par fMLP. CD62L est presente sur 1 00 % des PNN au repos puis est relarguee dans le 
surnageant des PNN actives par fMLP. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performance du test 

Excellente. 

Causes d'erreur, limites du test 

La recherche d'un deficit d'expression ne pose pas de probleme. Ce test peut aussi servir pour mesurer l'etat 
d'activation des PNN chez un patient. Les conditions de prelevement et de transport sont alors critiques. 
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Fiche 16.2 


Exploration du mouvement spontane 

et du chimiotactisme des polynucleaires neutrophiles 


Signification biologique du parametre 

Le polynucleaire neutrophile (PNN) est une cel- 
lule mobile qui se deplace spontanement au hasard 
ou de fa^on orientee dans le sens d'un gradient de 
substances chimioattractantes. La migration 
orientee correspond au chimiotactisme. Les PNN 
sont les premieres cellules immunitaires a migrer 
du sang circulant vers un foyer infectieux ou 
inflammatoire sous 1' influence de substances 
chimioattractantes diffusant a partir du site atteint. 

Objectifs de ['analyse et principales indications 

Un defaut de migration peut etre du a differentes 
causes, telles que des deficits en molecules d' adhe- 
rence ou en Rac2, a des desordres du cytosquelette, 


a des mutations dans le gene codant le recepteur 
des N-formylpeptides, etc. La recherche d'un 
defaut de migration est indiquee devant la surve- 
nue d' infections bacteriennes et fongiques repetees 
chez l'enfant, parfois associees a d'autres symp- 
tomes comme le retard de la chute du cordon dans 
le cadre des deficits en molecules d' adherence. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce deficit de l'immunite innee est en general 
recherche apres avoir elimine une neutropenie, un 
deficit en immunoglobulines ou un deficit de P ac- 
tivation du complement. Cette recherche est reali- 
see dans un nombre restreint de laboratoires dans 
le cadre d'une RCP clinico-biologique. 


Nature du prelevement 

Sang sur heparinate de lithium. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement dans les 4 heures suivant le prelevement au laboratoire en raison de la demi-vie 
courte des PNN. En cas de destination lointaine, un delai plus long mais de moins de 24 heures est 
accepte si le prelevement d'un sujet temoin est realise dans les memes conditions de transport. 

Mode de conservation 

Temperature ambiante ou refrigere si > 12 heures. 

Principe methodologique du 
test 

Les PNN sont isoles a partir du sang circulant et leur mouvement est mesure par la methode de 
migration sous agarose. Les PNN sont places dans un puits central, encadre de deux puits opposes 
contenant Pun le chimioattractant, I'autre un tampon controle. La mesure du deplacement du front de 
migration des PNN vers le chimioattractant est comparee a celle de la migration spontanee en utilisant 
un microscope inverse et un oculaire micrometrique. Cette technique simple et reproductible mesure 
simultanement les mouvements spontanes et orientes. 

La migration des PNN entre deux compartiments separes par un filtre de pores calibres et contenant 
I'un les PNN, I'autre le chimioattractant, est egalement tres utilisee (chambre de Boyden, ou transwell). 
Les PNN sont places dans le compartiment superieur et le nombre de PNN ayant migre a differents 
temps vers le compartiment inferieur est mesure. Cette derniere approche mesure separement la 
migration spontanee ou orientee mais est plus couteuse. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances 
du test 

La migration en agarose est moins sensible que le transwell mais plus reproductible et mesure 
simultanement la migration spontanee et orientee. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les limites du test sont souvent un nombre insuffisant de PNN isoles a partir de petites quantites 
de sang chez l'enfant, la migration n'etant pas lineaire en fonction du nombre de PNN. Par ailleurs, 
une calibration precise du temps de migration est necessaire. 
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Fiche 16.3 

Exploration de I 'explosion oxydative 
des polynucleaires neutrophiles 


Signification biologique du parametre 

L'explosion oxydative est la production massive et 
rapide de formes reactives de l'oxygene (FRO) par 
la NADPH oxydase des polynucleaires neutro- 
philes (PNN) stimules. Elle est necessaire a la 
microbicidie. L'absence de production des FRO, 
due a un deficit d'origine genetique d'un des 
composants de la NADPH oxydase, conduit a la 
survenue d'infections bacteriennes et fongiques 
severes et repetees qui definissent la granuloma- 
tose septique chronique. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La mesure de la production des FRO, comme 
l'anion superoxyde ou l'H,0 2 qui en derive, a 


pour indication majeure la recherche d'un deficit 
de la production des FRO par la NADPH oxydase 
phagocytaire dans un contexte d'infections bacte- 
riennes et fongiques repetees chez le jeune enfant 
mais aussi plus tard dans la vie. Elle conduit a sus- 
pecter une granulomatose septique chronique qui 
doit etre confirmee par une etude genetique. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce deficit de l'immunite innee est en general 
recherche apres avoir elimine une neutropenie, un 
deficit en immunoglobulines ou un deficit de 1' ac- 
tivation du complement. Cette recherche est reali- 
see dans un nombre restreint de laboratoires dans 
le cadre d'une RCP clinico-biologique. 
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Nature du prelevement 

Sang sur heparinate de lithium. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement du prelevement dans les 4 heures suivant le prelevement au laboratoire en raison 
de la demi-vie courte des PNN. En cas de destination lointaine, un delai de moins de 24 heures est 
accepte si le prelevement d'un sujet temoin est adresse dans les memes conditions de transport. 

Mode de conservation 

Temperature ambiante ou refrigere si > 12 heures. 

Principe methodologique 

Le principe general des tests utilises repose sur la reduction ou I'oxydation d'une molecule par les 
FRO produites par la NADPH oxydase du PNN active par differents stimulus. 

La reduction du cytochrome c par I'anion superoxyde est mesuree par spectrophotometrie a 550 
nm. L'oxydation de molecules comme le luminol conduit a une emission de lumiere extracellulaire 
et/ou intracellulaire, correlee a la quantite de FRO les ayant oxydees. Cette chimioluminescence 
est exprimee en cpm. Le nitrobleu de tetrazolium (NBT), jaune a I'etat basal, est transforme en 
precipite noir de formazan par I'anion superoxyde ce qui permet d'evaluer le pourcentage de 
cellules reduisant le NBT. Differentes sondes fluorogenes (DCFH, DHR1 23, HE, amplex Red . . .), 
non fluorescentes a I'etat basal, emettent une fluorescence apres oxydation par les FRO. Cette 
fluorescence peut etre mesuree globalement par un fluorimetre (mesure de l'H 2 0 2 produite en 
extracellulaire par I'amplex red) ou par cytometrie en flux apres entree des sondes dans la cellule 
(DCFH, DHR123, HE). 

Ces methodes permettent de mesurer a la fois le pourcentage de cellules productrices et la 
production globale de FRO. 

Plusieurs stimulus doivent etre utilises (LPS, bacteries opsonisees, PMA, etc.), afin d'ecarter une 
anomalie des voies transductionnelles. 

Au moins deux tests differents sont utilises pour confirmer le resultat. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performance du test 

Le test de reference mesurant la production d'anion superoxyde par la NADPH oxydase du 
phagocyte stimule est la reduction du cytochrome c inhibable par la superoxyde dismutase. La 
specificite de detection des FRO depend de la sonde utilisee. La chimioluminescence est tres 
sensible. La reduction du NBT est une technique robuste mais demande une experience dans la 
lecture. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les molecules tests peuvent etre oxydees ou reduites de fagon non specifique et certains 
medicaments peuvent interferer avec les tests. 


Chapitre 16. Exploration des polynucleaires neutrophiles 


223 


Fiche 16.4 

Analyse de la fonction phagocytaire des polynucleaires 
neutrophiles 

Signification biologique du parametre 

La phagocytose est le processus par lequel les poly- 
nucleaires neutrophiles (PNN), apres avoir reconnu 
un pathogene/micro-organisme, sont capables de 
l'internaliser afin de l'eliminer. Apres reconnais- 
sance, le pathogene/micro-organisme est confine 
dans une vacuole, le phagosome. Une phase de 
maturation entraine la fusion avec les differentes 
granulations du PNN, le deversement d' enzymes 
lytiques et de molecules bactericides a l'interieur du 
phagosome ainsi que le recrutement membranaire 
du cytochrome b558 et de la NADPH oxydase. 

Cette maturation conduit a 1' acidification du phago- 
lysosome (pH ~ 4,5) et a l'acctimulation d'enzymes 
de degradation et des formes reactives de l'oxygene 
(FRO) a l'interieur du phagolysosome, ce qui assure 
1' elimination du pathogene/micro-organisme. 


Nature du prelevement 

Sang sur heparinate de lithium. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant. 

Contraintes d'acheminement 

Le sang doit parvenir dans les 4 heures suivant le prelevement au laboratoire en raison de la demi- 
vie courte des PNN. En cas de destination lointaine, un delai de moins de 24 heures est accepte si 
le prelevement d'un sujet temoin est adresse dans les memes conditions de transport. 

Mode de conservation 

Temperature ambiante ou refrigere si > 12 heures. 

Principe methodologique 

Le principe general des tests utilises repose sur I'utilisation de bacteries ou de billes marquees avec un 
fluorochrome. Apres incubation avec les PNN du patient et en presence du complement, le nombre de 
bacteries ou de particules phagocytees par les PNN est evalue par cytometrie en flux (resultats exprimes 
en moyenne d'intensite de fluorescence, MFI) ou par observation au microscope (nombre de PNN ayant 
phagocyte des particules). 

II est indispensable de faire la difference entre les bacteries/particules phagocytees et celles 
qui adherent a la surface du PNN. Pour cela, il existe deux possibilites : utiliser un inhibiteur du 
cytosquelette (cytochalasine D) ou utiliser un fluorochrome qui peut etre « eteint » (le FITC est eteint 
par le bleu de trypan). Dans ce dernier cas, des lavages supplementaires sont necessaires afin 
d'eteindre la fluorescence a la surface des cellules. Plus recemment des fluorochromes n'emettant 
de fluorescence qu'a pH acide ont ete mis au point. Leur utilisation permet de s'assurer de la 
localisation des particules a l'interieur du phagolysosome. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Qualitative a donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performance du test 

L'utilisation d'une sonde fluorogene assure une meilleure sensibilite et reproductibilite de la technique par 
comparaison au comptage au microscope. Ce dernier permet neanmoins de controler de v/sul'ingestion 
des particules. 

Causes d'erreur, limites du test 

La fixation non specifique a la surface de la membrane cellulaire des particules non englobees est 
une cause d'erreur. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

L' analyse de la fonction phagocytaire des PNN est 
effectuee lors de la recherche d'un deficit de la 
fonction des PNN, en meme temps que l'explora- 
tion de la production de formes reactives de l'oxy- 
gene et 1' exploration du mouvement, dans un 
contexte d 'infections bacteriennes et fongiques 
repetees et/ou chroniques chez le jeune enfant ou 
l'adulte. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Ce deficit de l'immunite innee est en general 
recherche apres avoir elimine une neutropenie, un 
deficit en immunoglobulines et un deficit de 1' ac- 
tivation du complement. 
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Synopsis XIX 


La nomenclature des typages HLA 

Le typage HLA d'un sujet, plus anciennement 
denomme groupage tissulaire, a une ecriture 
tres precise reposant sur une nomenclature liar- 
monisee au niveau international. Elle a du 
s' adapter a 1' immense polymorphisme allelique 
et a la description permanente de nouveaux 
alleles. Elle indique la technique employee pour 
la realisation du typage. 

Lorsqu'un typage HLA est realise en serologie 
par une technique de microlymphocytotoxicite a 
l'aide d' anticorps anti-HLA, il s'agit d'un phe- 
notypage HLA par caracterisation des proteines 
HLA membranaires. Les antigenes HLA identi- 
fies sont designes par le nom du locus suivi 
immediatement d'un nombre : exemple HLA- 
A2 ; HLA-B27 ; HLA-DR4. Ce numero designe 
un groupe de molecules. Dans le cas du locus C, 
la lettre «w» est ajoutee au locus HLA-C pour 
eviter toute confusion avec le systeme du com- 
plement : exemple HLA-Cw4. Pour certaines 
molecules HLA, il existe des determinants allo- 
typiques partages par plusieurs families. Par 
exemple, HLA-A9 est partage par HLA-A23 et 
HLA-A24. On parle de r^/ztserologique. 
Lorsqu'un typage HLA est realise en biologie 
moleculaire par une technique de PCR-SSO, 
PCR-SSP ou PCR-SBT, il s'agit d'un genoty- 
page HLA. Les genes du locus HLA etudie 
sont alors designes par un premier nombre pre- 
cede d'un asterisque (*) pour designer la famille 
d 1 alleles identifies : exemple : HLA- A* 02; 
HLA-B*27. Pour le genotypage HLA des 
molecules de classe II, il s'agit le plus souvent de 
la determination du gene codant la chaine (3, 
d'ou 1' ecriture : HLA-DRB1*04. Selon la tech- 
nique employee et les amorces utilisees, le geno- 
typage HLA en biologie moleculaire determine 
de maniere plus ou moins complete la sequence 
nudeotidique du gene HLA et atteint differents 
niveaux de resolution : 

• typage HLA generique, de basse resolution : 
le gene du locus HLA etudie est defini par un 


nombre a deux chiffres (voire trois) et corres- 
pond a une famille d 1 alleles plus ou moins 
grande (exemple : gene HLA-A*02, qui compte 
aujourd'hui plus de 125 alleles) ; on parle dans 
ce cas communement d'un typage HLA a deux 
digits', 

• typage HLA « allelique », de resolution inter- 
mediaire ou haute : 1' allele du gene HLA etudie 
est designe par un deuxieme nombre separe du 
premier par deux points (« : ») (exemple allele 
HLA-A*02:01) ; on parle communement de 
typage HLA a quatre digits. 

Le typage HLA en biologie moleculaire repose 
principalement sur 1' etude ciblee des exons 2 et 
3 pour la classe I et de l'exon 2 pour la classe II, 
qui codent la poche de fixation des peptides, 
site d'interaction avec le recepteur T des lym- 
phocytes T. Le veritable typage allelique d'un 
gene HLA correspond au sequen^age complet 
des nucleotides d'un allele HLA. 

Exemples de differentes expressions, pour 
un sujet donne, du resultat du typage HLA 
d'un locus HLA-A selon la technique 
employee et les sondes utilisees 

En serologie, par microlymphocytotoxicite 

• HLA-A9 : antigene HLA identifie par des 
anticorps anti-HLA- A9, reconnaissant un deter- 
minant antigenique partage par deux molecules 
HLA-A differentes : HLA-A23 ou HLA-A24. 
Le typage HLA-A9 est un typage HLA 
larg e./broad. 

• HLA-A23 : cet antigene correspond a une 
des deux subdivisions de l'antigene HLA-A9, 
specifiquement reconnue par des anticorps anti- 
HLA- A2 3. Le typage HLA-A23 est un split 
serologique de l'antigene HLA-A9. 

En biologie moleculaire 

• HLA-A* 23 : typage de basse resolution, 
generique. 

• HLA-A*23:01 : typage de haute resolution, 
« allelique ». 
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Fiche 17.1 

Typage HLA de classe I ou II en serologie 
par microlymphocytotoxicite 


Signification biologique du parametre 

Le typage HLA en serologie a ete a la base de la 
caracterisation du complexe majeur d'histocompa- 
tibilite chez l'Homme, ou systeme HLA (Human 
Leticocyte Antigens). Cette technique permet 
d'identifier chez un sujet quelles proteines HLA 
membranaires (antigenes HLA) sont codees par 
les alleles des differents locus HLA- A, HLA-B, 
HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ. Elle est toujours 
pratiquee dans les laboratoires d'histocompatibi- 
lite mais ses indications se sont restreintes depuis 
l'avenement des techniques de biologie molecu- 
laire (PCR-SSO, SSP, sequen^age) qui permettent 
d'atteindre des typages HLA plus resolutifs, 
jusqu'au niveau allelique. 

Le typage HLA en serologie repose sur l'utilisa- 
tion d'anticorps anti-HLA specifiques d'epitopes 
(determinants allotypiques) partages par un 
groupe de molecules HLA. Son principe est le sui- 
vant : lorsqu'un anticorps anti-HLA reconnait un 
determinant antigenique a la membrane d'une cel- 
lule, la reaction antigene/anticorps aboutit a la 
lyse de la cellule en presence de complement. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Cette technique caracterise de maniere satisfai- 
sante les antigenes HLA-A et HLA-B d'un sujet 
et donne, pour la classe I, un niveau de resolu- 
tion suffisant pour un donneur ou un receveur 
d'organes ou de plaquettes. En allogreffe de 
cellules souches hematopoietiques, cette 
approche peut convenir pour une premiere 
etape de screening avant un typage au niveau 
allelique. 

Pour le locus HLA-C et les locus de classe II, la 
resolution est mediocre et limite l'emploi de cette 
technique. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Le typage serologique permet d'affirmer la syn- 
these de la proteine HLA par un gene HLA et son 
expression a la membrane. C'est done la seule 
methode pour ecarter un allele nul quand celui-ci 
fait partie des ambigultes donnees par le ty^page 
d'un locus en biologie moleculaire. 
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Nature du prelevement 

Sang sur heparine ou ACD. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement a temperature ambiante dans les 24 heures. 

Mode de conservation 

Conservation du prelevement avant analyse a temperature ambiante. 

Principe methodologique 

Le typage HLA par microlymphocytotoxicite complement-dependante s'effectue dans des 
microplaques de Terasaki, dont chaque puits contient des anticorps anti-HLA polyclonaux ou 
monoclonaux specifiques de determinants antigeniques exprimes par une ou plusieurs families 
de molecules HLA. Du complement de lapin est le plus souvent pre-reparti dans chaque puits. 
Comme les lymphocytes T expriment les antigenes HLA de classe 1 tandis que les lymphocytes B 
expriment a la fois les antigenes de classe 1 et de classe II, une suspension de lymphocytes totaux 
d'un individu permet la realisation d'un typage HLA de classe 1 en serologie. En revanche, 
le typage en serologie des molecules HLA de classe II necessite la preparation 
d'une suspension de lymphocytes B par billes magnetiques. 

Une suspension de lymphocytes du sujet est ajoutee dans chaque puits et mise a incuber 
a temperature ambiante. Si les antigenes HLA exprimes par les lymphocytes sont reconnus par les 
anticorps anti-HLA d'un puits, les lymphocytes de ce puits sont lyses en presence de complement. 
La lyse est mise en evidence a I'aide de deux colorants vitaux (acridine-orange et bromure 
d'ethidium). Pour chaque puits, I'existence de lymphocytes lyses (colores en rouge) ou non lyses 
(colores en vert) est determinee a I'aide d'un microscope a fluorescence inverse. 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisee pour la lecture au microscope. 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Un temoin negatif permet d'evaluer la viabilite de base des lymphocytes qui doit etre superieure 
a 90 %. Un temoin positif permet de controler I'activite du complement qui doit aboutir a plus de 
80 % de lymphocytes lyses. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Les anticorps anti-HLA sont peu performants en termes de specificite pour distinguer les 
differentes molecules HLA-C, HLA-DR et HLA-DQ, d'oii un niveau de resolution souvent insuffisant. 
Le typage serologique HLA-DP n'est pas realisable en raison de I'absence de plaques disponibles. 

Causes d'erreur, limites du test 

Certains sujets presented un antigene HLA peu frequent (origine ethnique) pour lequel il n'existe 
pas d'anticorps anti-HLA specifiques sur la plaque de typage. 

En cas de lymphopenie severe, le typage HLA en serologie ne peut etre pratique. 
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Fiche 17.2 

Typage HLA de classe I ou II en biologie moleculaire 


Signification biologique du parametre 

Le typage HLA en biologie moleculaire permet 
d'identifier chez un sujet quels sont les alleles des 
genes HLA qu'il possede au niveau des differents 
locus de classe I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) et de 
classe II (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP). Le 
developpement des techniques de biologie molecu- 
laire (PCR-SSO, PCR-SSP, sequengage) et la mise 
a disposition de trousses commerciales et de logi- 
ciels d' interpretation integrant la description des 
nouveaux alleles ont fait privilegier ces methodes de 
typage aux depens du typage HLA par microlym- 
phocytotoxicite. Seules ces approches permettent 
un typage HLA de haute resolution (a quatre 
digits) indispensable dans les allogreffes de cellules 
souches avec donneurs non apparentes ou pour 
l'etude de certains locus HLA coniine HLA-DP. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Selon les trousses commerciales et la technique 
post-PCR utilisee, le typage HLA en biologie 
moleculaire permet d'obtenir un typage generique 
de basse resolution ou un typage «allelique», de 
haute resolution. 


En pratique clinique, les indications principales du 
typage HLA sont : 

• les transplantations d'organes pour lesquelles 
un typage generique des locus HLA-A, HLA-B et 
HLA-DR, HLA-DQ suffit dans la majorite des 
cas; 

• les greffes de cellules souches hematopoletiques 
ou, au contraire, en dehors de greffes familiales ou 
les quatre haplotypes parentaux ont pu etre eta- 
blis, un typage exhaustif et de haute resolution des 
genes HLA de classe I et de classe II est requis 
pour s'assurer du maximum de compatibility HLA 
entre le donneur et le receveur ; 

• certaines pathologies ou une liaison ou une 
association HLA-maladie est decrite. Dans ce cas, 
le typage HLA est cible sur le locus HLA 
incrimine. 

Place dans la hierarchie 
d'un bilan d'exploration 

Le typage HLA generique precede ou non le 
typage HLA de haute resolution, selon la tech- 
nique employee (PCR-SSP) et le cadre clinique de 
prescription (tests realises sur deux prelevements 
differents pour confirmer le typage). 
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Nature du prelevement 

Sang sur EDTA. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Le sang sur EDTA ou I'ADN extrait du prelevement sanguin peuvent etre conserves congeles (ou 
refrigeres pour certaines extractions d'ADN) pour reprise ulterieure de I'echantillon a des fins de 
complement de typage. 

Principe methodologique 

Plusieurs techniques de typage HLA par biologie moleculaire sont couramment employees. Leur 
choix depend du niveau de resolution necessaire, basse, intermediaire ou haute, avec parfois la 
combinaison de differentes methodes pour lever certaines ambiguites de typages. 

La PCR-SSO (PCR using Sequence Specific Oligonucleotides) consiste en I'utilisation d'amorces 
localisees dans des sequences conservees encadrant les regions polymorphes. Les produits 
de PCR sont ensuite hybrides avec des sondes oligonucleotidiques marquees. Les trousses 
commerciales pour le typage HLA par PCR-SSO s'appuient sur la technologie Luminex : des 
sondes oligonucleotidiques specifiques d'amplicons biotinyles sont fixees a la surface de 
microspheres dont la fluorescence intrinseque est specifique de la sonde oligonucleotidique 
qu’elles portent. Apres une etape de revelation en utilisant de la streptavidine couplee a la 
phycoerythrine, la fluorescence de chaque bille du melange est mesuree et I'analyse du profil de 
fluorescence de I'ensemble des billes par un logiciel d'interpretation permet un typage HLA de 
resolution intermediaire ou haute selon le type de billes utilise. 

La PCR-SSP (PCR using Sequence Specific Primers ) est fondee sur I'utilisation d'amorces 
specifiques d'un allele ou d un groupe d'alleles en fonction du degre de resolution de I'amorce. 

La methode de sequengage, technique la plus resolutive actuellement, peut etre utilisee en 
premiere intention ou secondairement pour lever des ambiguites de typages non resolues par les 
autres techniques. Le sequengage complet du gene est utilise pour definir de nouveaux alleles 
HLA. Le typage HLA par sequengage de la region polymorphe s'initie par une amplification de 
la region par PCR et purification des amplicons. Ensuite une serie de reactions d'elongation est 
effectuee avec des didesoxynucleotides marques (ddNTP*) selon la methode de Sanger. Les 
sequences de synthese sont ensuite analysees par electrophorese capillaire. ^interpretation du 
sequengage se fait par comparaison avec une banque de donnees contenant toutes les sequences 
HLA connues, mise a jour regulierement. De nouvelles methodes reposant sur le sequengage a 
haut debit (Next Generation Sequencing, NGS) commencent a etre utilisees. 

Type de methode 

Semi-automatisee. 

Type de mesure 

Qualitatives. 

CIQ 

Maison et commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Les performances de ces differentes methodes de typage varient selon le locus HLA considere et 
les trousses commerciales utilisees. II taut selectionner la methode la plus adaptee au niveau de 
resolution necessaire. 

Causes d'erreur, 
limites du test 

Les problemes inherents a toute technique de biologie moleculaire s'appliquent aux typages HLA : 
qualite de I'extraction de I'ADN, quantite d'ADN suffisante, absence de contamination, etc. 
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Synopsis XX 


Principales liaisons et associations HLA-maladies : pertinence 
pour le diagnostic, la prise en charge ou le suivi 


L 1 association entre certains alleles HLA et la 
susceptibilite a des maladies dysimmunitaires, 
en particulier des maladies auto-immunes, est 
connue depuis plusieurs decennies. La premiere 
association rapportee (1973) est celle de 1 ' allele 
HLA-B27 avec la spondylarthrite ankylosante. 
Depuis, de nombreuses associations ont ete 
decrites avec diverses maladies auto-immunes, 
mais egalement avec des syndromes d'hypersen- 
sibilite medicamenteuse et avec la resistance ou 
la reponse a certains agents pathogenes. 

La force de 1' association est determinee par le 
risque relatif (RR ou Odd Ratio) qui corres- 
pond au risque qu'un individu porteur de l'al- 
lele en question developpe la maladie par 
rapport a un individu n'exprimant pas cet allele. 
Si le risque est superieur a 1, on parle d'effet 
predisposant ; s'il est inferieur a 1, on parle d'ef- 
fet protecteur. 

Dans le cas de l'association HLA-B27/spondy- 
larthrite ankylosante, le risque relatif est tres 
eleve, voisin de 80, c'est-a-dire qu'un sujet B27 
aura un risque 80 fois superieur a un sujet non- 
B27 de developper cette maladie. Cependant, la 
plupart des sujets HLA-B27 ne developperont 
jamais la maladie. 

Plus de cent associations HLA-maladies ont ete 
decrites. Citons parmi les plus Irequentes : 

• HLA et maladies auto-immunes : 

- B27 et spondylarthrite ankylosante; 

- A29 et retinopathie de type birdshot\ 

- B51 et maladie de Behget; 

- Cw6 et psoriasis ; 

- DR3/DQ2-DR4/DQ8 et diabete de 
type 1 ; 

- DQ2 et maladie cceliaque ; 

- DQB1*06:02 et narcolepsie ; 

- DRB1*15:01-DQB1*06:02 et sclerose en 
plaques ; 

- l'haplotype DR3-DQ2 est associe a plu- 
sieurs maladies auto-immunes : maladie 
d 'Addison, maladie de Basedow, myasthenie, 
syndrome de Sjogren, etc. ; 


• HLA et maladies infectieuses : 

- B27 et B57 associes a une protection contre 
la progression de 1' infection VIH vers la mala- 
die sida ; 

- A29 et B35 associes a une progression 
rapide ; 

• HLA et reactions medicamenteuses : 

- B*57:01 et hypersensibilite a l'abacavir; 

- B*58:01 et hypersensibilite a l'allopurinol; 

- B* 15:02 et hypersensibilite a la carbamaze- 
pine. 

Dans la majorite des cas, le mecanisme molecu- 
laire precis de ces associations reste mal comiu. 
On pense que certains determinants antigeniques, 
ou epitopes, de l'antigene causal (autoantigene, 
agent infectieux) sont presentes de maniere dis- 
criminante par certains alleles HLA aux lympho- 
cytes T, favorisant ainsi une reponse immune 
qui peut etre deletere (maladie auto-innnune) 
ou favorable (controle de certaines infections). 
A ce jour, les seuls exemples dissociations HLA- 
maladies dans lesquels le mecanisme moleculaire 
est bien caracterise sont l'association de HLA- 
B*57:01 a hypersensibilite a l'abacavir et l'asso- 
ciation de HLA-DQ2 a la susceptibilite a la 
maladie cceliaque. En effet, 95 % des patients 
ayant une maladie cceliaque expriment la molecule 
DQ2 (combinaison des alleles DQA:*05:01 et 
DQB1*02:01) qui n'est presente que chez 20 % 
des sujets sains (risque relatif environ egal a 30). 
Le typage HLA apporte une aide lorsque le dia- 
gnostic de maladie cceliaque est douteux (symp- 
tomatology clinique incomplete, absence 
d'anticorps anti-transglutaminase ou anti-glia- 
dine, absence d'atrophie villositaire histologique). 
Dans les autres pathologies, le typage HLA a 
peu de valeur en termes de diagnostic, de pro- 
nostic ou de prise en charge, et ne doit done pas 
etre realise en routine. Les maladies auto- 
immunes sont d'une maniere generale des mala- 
dies multifactorielles, impliquant des facteurs 
environnementaux et genetiques, parmi les- 
quels les genes HLA ne contribuent que pour 
une part a la susceptibilite. 
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Fiche 17.3 

Recherche de I'allele HLA-B27 


Signification biologique du parametre 

La presence de I'allele HLA-B27 est associee a un 
risque accru de developper certaines pathologies 
rhumatismales inflammatoires, en premier lieu la 
spondylarthrite ankylosante, mais aussi le rhuma- 
tisme psoriasique et le syndrome de Reiter. L'allele 
HLA-B27 est retrouve chez 90 % des patients 
d'origine caucasienne atteints de spondylarthrite 
ankylosante, alors qu'il n'est present que chez 8 % 
des individus sains. II faut noter cependant que 
plus de 95 % des individus HLA-B27 ne develop- 
peront jamais de spondylarthrite ankylosante. Les 
mecanismes precis de cette association entre HLA- 
B27 et predisposition a la spondylarthrite ankylo- 
sante ne sont toujours pas connus. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche de HLA-B27 peut etre realisee : 

• en cytometrie en flux : presence ou absence de 
l'antigene HLA-B27 a la surface des lymphocytes 
du sang peripherique determinee a l'aide d'un 
anti corps monoclonal anti-B27 ; 


• en biologie moleculaire : presence ou absence 
de l'allele HLA-B27 determinee le plus souvent 
par PCR-SSP 2 -digits. 

Le diagnostic de spondylarthrite ankylosante 
repose sur des signes cliniques et radiologiques. La 
presence de l'allele HLA-B27 peut etre une aide 
au diagnostic quand la symptomatologie clinique 
et radiologique est douteuse. 

Place dans la hierarchie 
d'un bilan d'exploration 

La recherche de HLA-B27 ne doit pas etre syste- 
matique. Cet examen n'apporte rien quand le 
diagnostic clinique est evident et n'a pas de 
valeur pronostique en termes de severite ou 
d'evolution de la maladie. En aucun cas la pre- 
sence de HLA-B27 ne permet a elle seule de 
poser le diagnostic de spondylarthrite ankylo- 
sante, ni de predire le risque de survenue de la 
maladie chez un sujet sain. Une fois realise, il ne 
doit pas etre repete. Enfin, l'absence de EILA- 
B27 n'exclut pas le diagnostic de spondylarthrite 
ankylosante. 


Nature du prelevement 

Sang sur heparine ou EDTA pour le typage en cytometrie en flux, sur EDTA ou ACD pour le typage 
en biologie moleculaire. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Acheminement a temperature ambiante dans les 48 heures pour le typage en cytometrie de flux ; 
pas de delai pour le typage en biologie moleculaire. 

Contraintes d'acheminement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Conservation a temperature ambiante avant analyse. 

Principe methodologique 

L'approche par biologie moleculaire repose sur I'extraction de I'ADN puis une etape de PCR specifique 
de I'allele HLA-B27 a l'aide d'un couple d'amorces amplifiant une sequence unique a cet allele. 

Le typage HLA-B27 par cytometrie en flux comprend une premiere etape d'incubation du sang 
total ou des lymphocytes circulants isoles en presence d un anticorps monoclonal anti-B27 couple 
a un fluorochrome puis la detection en cytometrie des cellules positives (pourcentage et intensity 
de fluorescence). 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisee pour la distribution des reactifs. 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Controle positif (cellules ou ADN d'un individu HLA-B27). 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Excellente performance du test en biologie moleculaire qui est la technique de reference. 

Causes d'erreur, limites du test 

Un resultat faiblement positif en cytometrie en flux necessite un controle en biologie moleculaire. 
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Fiche 17.4 

Recherche de I'allele HLA-B*57:01 prealable 
a la prescription d'abacavir 


Signification biologique du parametre 

L'abacavir, inhibiteur nucleosidique de la trans- 
criptase inverse, est recontmande comme traite- 
ment de premiere ligne de 1' infection a VIH. 
Cette molecule est responsable de reactions d'hy- 
persensibilite retardee ntediees par les lympho- 
cytes T chez environ 4 % des patients traites. Cette 
reaction survient preferentiellement a 1' initiation 
du traitement et peut mettre en jeu le pronostic 
vital en cas de retrait tardif de la molecule ou de sa 
reintroduction. L'allele HLA-B*57:01 est associe 
a un risque majore de developpement d'une reac- 
tion d'hypersensibilite retardee a l'abacavir. Sa 


prevalence est de 5 a 7 % dans l'Europe de l'Ouest, 
de moins de 1 % en Afrique subsaharienne. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Cet acte est indique chez les patients infectes par 
le VIH devant recevoir un traitement incluant de 
l'abacavir. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Ce test doit etre realise avant la premiere prescrip- 
tion d'abacavir et ne doit pas etre repete. 


Nature du prelevement 

Sang sur EDTA. 

Recommandations pour la qualite 
du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Le sang sur EDTA ou I'ADN extrait du prelevement sanguin peuvent etre 
conserves congeles ou refrigeres pour certaines extractions d'ADN. 

Principe methodologlque 

Plusieurs techniques de biologie moleculaire sont disponibles pour la detection 
de l'allele HLA-B*57:01 . Les approches de basse ou moyenne resolution 
permettent de conclure a I'appartenance ou non au groupe d'alleles HLA-B*57 
mais sans determiner la presence ou non de I'allele HLA-B*57:01 qui doit 
etre recherche dans un second temps si le sujet est HLA-B*57. Des trousses 
commerciales PCR-SSP B*57:01 permettent aujourd'hui une strategic de typage 
en un temps avec detection directe de I'allele HLA-B*57:01. Le sequengage 
permet egalement une detection allelique directe. 

Cet examen releve de la legislation relative a I'examen des caracteristiques 
genetiques, 1' identification genetique et la recherche genetique (articles 
L. 1 1 31 -1 a L. 1131-7 du Code de la sante publique) : seuls les laboratoires 
autorises et les praticiens agrees sont habilites a executer cet acte. 

Type de methode 

Semi-automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Tres satisfaisante : risque relatif > 1 000 et valeur predictive negative de B*57 
pour la reaction d'hypersensibilite a 100 %. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les problemes inherents a toute technique de biologie moleculaire s'appliquent 
aux typages HLA : qualite de I'extraction de I'ADN, quantite d'ADN suffisante, 
absence de contamination... 
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Fiche 18.1 

Depistage d 'anticorps anti-lymphocytes T 
par microlymphocytotoxicite 


Signification biologique du parametre 

Le depistage d'anticorps anti-lymphocytes T par 
microlymphocytotoxicite est utilise pour detecter 
la presence dans le serum d'anticorps anti-HLA de 
classe I (HLA-A, HLA-B, HLA-C). Le develop- 
pement d'anticorps diriges contre des molecules 
HLA etrangeres ou allogeniques (anticorps anti- 
HLA ou alloanticorps) peut se produire apres une 
grossesse, des transfusions sanguines, une trans- 
plantation avec un donneur non HLA identique. 
En transplantation d'organes, les anticorps anti- 
HLA preexistants peuvent declencher un rejet 
hyperaigu. Leur apparition au decours de la greffe 
peut etre responsable d'un rejet aigu humoral et 
contribue a la dysfonction chronique du greffon 
(rejet chronique). Les anticorps anti-HLA peuvent 
aussi etre responsables de reactions post- 
transfusionnelles allant jusqu'au TRALI (syndrome 
de detresse respiratoire aigue) ntais aussi d'etats 
refractaires aux concentres plaquettaires. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La methode de reference pour la detection des 
anticorps anti-HLA est le test de microlympho- 


cytototoxicite, ou cytotoxicite dependant du 
complement (CDC). II est cependant peu sen- 
sible et non specifique du HLA car il peut detec- 
ter a la surface des lymphocytes T des antigenes 
non HLA. En revanche, il perrnet la detection 
d'anticorps d'isotype IgG et/ou IgM et atteste 
du caractere cytotoxique des anticorps detectes. 
Depuis l'avenement de techniques plus sensibles, 
les principales indications de ce test se sont res- 
treintes. De merne, la recherche d'anticorps 
anti-lymphocytes B par microlymphocytotoxi- 
cite, initialement developpee pour mettre en evi- 
dence les anticorps anti-HLA de classe II, est 
une technique aujourd'hui pratiquement aban- 
donnee avec le developpement des techniques 
sensibles. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Dans le cadre du suivi intmunologique pregreffe 
d'un patient en attente d'une greffe renale, le test 
est preconise une fois par an chez le futur rece- 
veur, principalement pour la recherche d'anticorps 
d'isotype IgM. Il conserve son indication dans le 
cadre des bilans d'accidents transfusionnels. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour ia 
qualite du prelevement 

Le point essentiel est le respect des regies de frequence de prelevements du patient selon son 
statut initial a I'inscription sur liste d'attente (non immunise, immunise ou hyper-immunise) ou 
lors de la survenue d'evenements immunisants. 

Contraintes d'acheminement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Refrigere si moins d'une semaine; au-dela, aliquotage et stockage congele. En transplantation, 
dans le cadre du suivi immunologique pregreffe et post-greffe, le laboratoire d'histocompatibilite 
en charge du receveur a la responsabilite de la conservation prolongee des serums des receveurs. 

Principe methodologique 

Tous les lymphocytes expriment les antigenes HLA-A, HLA-B, HLA-C de classe 1. En I'absence 
de stimulation, seuls les lymphocytes B expriment les antigenes HLA de classe II. 

La recherche d'anticorps anti-lymphocytes T est realisee sur un panel d'environ 30 suspensions 
de lymphocytes totaux ou T issus de donneurs dont le typage HLA est connu et qui ont ete 
selectionnes pour que la distribution des antigenes HLA soit representative de la population regionale. 
Le serum du patient ainsi que du complement de lapin sont deposes dans les micropuits d'une 
plaque de Terasaki contenant chacun une suspension lymphocytaire differente. Apres incubation 
a temperature ambiante, si le serum contient des anticorps anti-HLA cytotoxiques reconnaissant 
les specificites HLA exprimees par les lymphocytes, les lymphocytes de ce puits sont lyses 
en presence de complement. La lyse est mise en evidence a I'aide d'un colorant vital (eosine 
ou acridine-orange). Pour chaque puits, la proportion de lymphocytes lyses (colores) et non 
lyses est determinee a I'aide d'un microscope a contraste de phase inverse (eosine) ou a I'aide 
d un microscope a fluorescence inverse (acridine-orange). Pour chaque puits, la proportion de 
lymphocytes lyses est evaluee par un score (de 2 a 8, le score 1 definissant I'absence de lyse). 
Pour distinguer une reactivite du serum liee a des anticorps d'isotype IgG et/ou IgM, la meme 
technique est realisee en parallele en presence de dithiothreitol (DTT), agent reducteur de ponts 
disulfures entrainant une depolymerisation des IgM. Si la positivite du serum disparait en 
presence de DTT, ceci indique une reactivite liee a des IgM. II peut s'agir d'une immunisation 
recente ou d'autoanticorps. 

Au total, le resultat communique est le pourcentage de puits contenant des cellules lysees au sein 
du panel, ou PRA (Panel Reactive Antibody. Exemple : 6 puits avec un score > a 4/30 puits : PRA 
a 20 %. 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisee pour la lecture au microscope inverse. 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Maison. Un temoin negatif permet d'evaluer la viabilite de base des lymphocytes qui doit etre 
superieure a 90 %. Un temoin positif permet de controler I'activite du complement qui doit aboutir 
a plus de 80 % de lymphocytes lyses. 

EEQ 

Oui 

Performances du test 

Le depistage d'anticorps anti-lymphocytes T par microlymphocytotoxicite est un test peu sensible 
mais attestant du caractere cytotoxique des anticorps detectes. 

En termes de specificite, il detecte des anticorps anti-HLA mais aussi non HLA. 

Causes d'erreur, iimites du test 

Les laboratoires d'histocompatibilite utilisent soit des suspensions de lymphocytes de donneurs 
selectionnes qu'ils preparent (technique maison) ou des plaques commercialisees, congelees, oil 
les differentes suspensions de lymphocytes sont pre-reparties dans les micropuits. Ces reactifs 
sont fragiles et posent le probleme de la representative des alleles HLA du panel utilise dans un 
bassin de population et entre differents bassins de population. Ainsi, respectivement, le test peut 
etre mis en defaut si le serum contient des anticorps anti-HLA specifiques d'antigenes HLA non 
represents dans le panel (origine ethnique du patient a tester) ou si la frequence d'antigenes 
courants est trop differente entre des panels prepares dans deux laboratoires differents, par 
exemple. 

Des resultats faussement positifs apparaissent apres I'administration de serum antilymphocytaire 
au patient pour quelques semaines a quelques mois. 
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Fiche 18.2 

Depistage des anticorps anti-HLA de classe I et II 
par technique sensible 


Signification biologique du parametre 

L'apparition d'anticorps diriges contre des mole- 
cules HLA allogeniques (alloanticorps) peut se 
produire apres une grossesse, une transfusion san- 
guine (culot globulaire ou plaquettes), une trans- 
plantation avec un donneur non HLA identique. 
Le depistage des anticorps anti-HLA par tech- 
nique sensible est utilise pour detecter la presence 
dans le serum d'un sujet d'anticorps anti-HLA de 
classe I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) et de classe II 
(HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ) meme a taux 
faible du fait d'une immunisation ancienne par 
exemple. 

En transplantation d'organes, les anticorps anti- 
HLA preexistants peuvent declencher un rejet 
hyperaigu. Leur apparition apres la greffe peut 
etre responsable d'un rejet aigu humoral et contri- 
bue a la dysfonction chronique du greffon (rejet 
chronique). Les anticorps anti-HLA peuvent aussi 
etre responsables de reactions post- transfusion - 
nelles allant jusqu'au syndrome de detresse respi- 
ratoire post-transfusionnel ou TRALI 
( Transfusion-Related Acute Lung Injury) mais 
aussi d'etats refractaires aux concentres 
plaquettaires. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La detection de ces anticorps par la methode de 
reference, le test de microlymphocytototoxicite 
(LCT) ou cytotoxicite complement-dependante 
(CDC), est peu sensible et manque de specificite. 


Le depistage des anticorps anti-HLA par tech- 
nique sensible est fonde sur l'utilisation d'anti- 
genes HLA purifies fixes sur un support solide. Par 
leur sensibilite, ces nouvelles approches ont revo- 
lutionne le depistage des alloanticorps anti-HLA 
de classe I et de classe II. 

En transplantation, le depistage des anticorps anti- 
HLA par technique sensible est prescrit systemati- 
quement en pregreffe chez tous les receveurs en 
attente d'une transplantation, selon une frequence 
determinee par le statut d 'immunisation (fiitur 
receveur non immunise sans anticorps anti-HLA 
ou receveur immunise, voire hyperimmunise). En 
post-grefie, le depistage recherche une immunisa- 
tion vis-a-vis du greffon transplant^. II est indique 
en cas de rejet ou d'evenements immunisants 
(arret des immunosuppresseurs, detransplanta- 
tion, transfusion). L'Agence de la biomedecine 
fixe la frequence de realisation de ce test pour les 
differents types de greffe. En transfusion, ce depis- 
tage peut etre prescrit notamment chez les patients 
refractaires aux concentres plaquettaires ou pour 
le diagnostic du TRALI. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Le depistage par technique sensible des anticorps 
anti-HLA est aujourd'hui realise en premiere 
intention en lieu et place de la recherche des anti- 
corps anti-HLA par la technique en microlympho- 
cytototoxicite. Selon les cas, un depistage positif 
sera suivi ou non de 1' identification precise des 
antigenes HLA reconnus par les anticorps. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour la 
qualite 

du prelevement 

Le point essentiel est le respect des regies de frequence de prelevements du patient selon son 
statut initial a I'inscription sur liste d'attente (non immunise, immunise ou hyper-immunise) ou lors 
de la survenue d'evenements immunisants. 

Contralntes d'achemlnement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Refrigere si moins d'une semaine ; au-dela, aliquotage et stockage congele. En transplantation, 
dans le cadre du suivi immunologique pregreffe et post-greffe, le laboratoire d'histocompatibilite 
en charge du receveur a la responsabilite de la conservation prolongee des serums des receveurs. 

Principe methodologlque 

La detection sensible des anticorps anti-HLA est essentiellement realisee selon la technologie 
multiplex par fluorimetrie en flux (ALBIA). Des trousses commerciales, adaptees a un automate 
couple a un logiciel specifique d'interpretation sont utilisees. 

Le principe methodologique repose sur I'utilisation d'antigenes HLA de classe 1 et II fixes a la 
surface de microspheres differentes, ayant chacune une fluorescence definie. Le serum du 
patient (ou le serum temoin negatif) est incube avec le melange de microspheres. Les anticorps 
non fixes sont elimines par lavage. Un anticorps anti-IgG humaine, marque par le fluorochrome 
phycoerythrine, est ajoute et se fixe le cas echeant sur les anticorps anti-HLA du patient ayant 
reconnu les antigenes HLA de classe 1 et/ou II fixes sur les microspheres. 

L'exces d'anticorps anti-IgG est elimine par lavage. La suspension de billes est analysee par 
fluorimetrie en flux. Les differentes categories de billes sont identifies par leur fluorescence 
intrinseque et pour chacune d'entre elles, la moyenne d'intensite de fluorescence (MFI) de la 
phycoerythrine est calculee pour les billes comptees. Un logiciel d'interpretation permet de 
conclure quant a la presence ou non d'anticorps anti-HLA dans le serum du patient. 

Ces tests mettent en evidence des anticorps qui fixent le complement ou non et ne renseignent pas 
sur leur pouvoir cytotoxique. 

L' interpretation des resultats requiert la connaissance du dossier immunologique du patient et le 
suivi dans le meme laboratoire d'histocompatibilite. 

Des tests ELISA et des tests sur micropuces sont disponibles. 

Type de methode 

Semi-automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative extrapolee a partir de donnees quantifiables. 

CIQ 

Oui. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Test tres sensible. 

Causes d'erreur, limites du test 

Une etape d'adsorption du serum avec un reactif fournisseur est parfois necessaire en cas de 
fluorescence anormalement elevee de la bille controle negative (depourvue d'antigenes HLA). 

Un effet pro-zone peut etre responsable de sous-estimation du niveau d'anticorps voire de faux 
negatifs, suite a I'activation du complement par les complexes antigenes-anticorps entrainant 
I'incapacite de I'anti-IgG humaine de se lier a I'anticorps anti-HLA. Les IgM peuvent aussi entrer 
en competition avec les IgG anti-HLA. Les antigenes HLA fixes sur leur support sont partiellement 
denatures et le demasquage d'epitopes non pertinents peut etre responsable de resultats 
faussement positifs. 

La reproductibilite inter-laboratoires pour les taux d'anticorps faibles (a priori de MFI basse) est 
problematique. 
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Fiche 18.3 

Identification des specificites des anticorps 
anti-HLA par technique sensible 


Signification biologique du parametre 

L'apparition d'anticorps diriges contre des mole- 
cules HLA allogeniques (alloanticorps) peut se 
produire apres une grossesse, une transfusion san- 
guine (culot globulaire ou plaquettes), une trans- 
plantation avec un donneur non HLA identique. 
Le depistage des anticorps anti-HLA par tech- 
nique sensible est utilise pour detecter la presence 
dans le serum d'un sujet d'anticorps anti-HLA de 
classe I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) et de classe II 
(HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ) rneme a taux 
faible du fait d'une immunisation ancienne par 
exemple. 

En transplantation d'organes, les anticorps anti- 
HLA preexistants peuvent declencher un rejet 
hyperaigu. Leur apparition apres la greffe peut 
etre responsable d'un rejet aigu humoral et contri- 
bue a la dysfonction chronique du greffon (rejet 
chronique). Les anticorps anti-HLA peuvent aussi 
etre responsables de reactions post- transfusion - 
nelles allant jusqu'au syndrome de detresse respi- 
ratoire post-transfusionnel ou TRALI 
( Transfusion-Related Acute Lung Injury) mais 
aussi d'etats refractaires aux concentres 
plaquettaires. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

En pregreffe, 1 'identification des antigenes HLA 
reconnus par ces anticorps est indispensable pour 
ecarter les propositions de greffons porteurs de ces 
antigenes HLA. En post-greffe, 1' identification des 
antigenes HLA du greffon specifiquement recon- 
nus par ces anticorps ( Donor Specific Antigen , 


DSA) est un element cle du diagnostic du rejet 
humoral et du suivi de l'allo-immunisation 
post-greffe. 

Chez tous les future receveurs immunises en 
attente d'une transplantation d'organe, l'identifi- 
cation de toutes les specificites antigeniques 
reconnues par les anticorps anti-HLA doit etre 
realisee par technique sensible sur les serums his- 
toriques les plus pertinents (forte positivite et/ou 
modification du profil de reactivite en depistage, 
circonstances d ’immunisation). Une fois inscrit 
sur liste d'attente, le suivi pregreffe de l'allo- 
immunisation du futur receveur est realise selon 
une frequence fixee par l'Agence de la biomede- 
cine, variable selon le type de greffe. En post- 
greffe d'organes, ce test a pour objectif d'identifier 
l'apparition de DSA. 

En allogreffe de cellules souches hematopoie- 
tiques, 1' identification des specificites des anti- 
corps anti-HLA est preconisee pour les greffes 
realisees avec un donneur haplo-identique ou des 
unites de sang placentaire. 

En transfusion, ce depistage peut etre prescrit 
notamment chez les patients refractaires aux 
concentres plaquettaires ou pour le diagnostic du 
TRALI. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Cette analyse est prescrite chez les patients dont 
l'allo-immunisation anterieure a ete determinee au 
prealable par un test de depistage sensible. II peut 
etre repete pour caracteriser les modifications qua- 
litatives et quantitatives de l'allo-immunisation. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Le point essentiel est le respect des regies de frequence de prelevements du patient selon son 
statut initial a I'inscription sur liste d'attente (non immunise, immunise ou hyper-immunise) ou lors 
de la survenue d'evenements immunisants. 

Contralntes d'achemlnement 

Aucune. 

Mode de conservation 

Refrigere si moins d'une semaine ; au-dela, aliquotage et stockage congele. En transplantation, 
dans le cadre du suivi immunologique pregreffe et post-greffe, le laboratoire d'histocompatibilite 
en charge du receveur a la responsabilite de la conservation prolongee des serums des receveurs. 

Principe methodologlque 

L'identification par technique sensible des anticorps anti-HLA est essentiellement realisee selon 
la technologie multiplex par fluorimetrie en flux (ALBIA). Le principe methodologique repose sur 
I'utilisation d'antigenes HLA de classe 1 ou II fixes a la surface de microspheres differentes, ayant 
chacune une fluorescence intrinseque definie. Les trousses commerciales oil chaque bille est 
recouverte par un seul antigene HLA de classe 1 ou II sont privilegiees pour identifier finement les 
specificites antigeniques des anticorps anti-HLA presents dans un serum. Le serum du patient est 
incube avec le melange de microspheres. Apres elimination des anticorps non fixes par lavage, la 
fixation d'anticorps anti-HLA sur les billes est revelee par I'ajout d'un anticorps anti-IgG humaine, 
marque par le fluorochrome phycoerythrine. La suspension de billes est analysee par fluorimetrie 
en flux. Les differentes categories de billes sont identifies par leur fluorescence intrinseque et pour 
chacune bille, la moyenne d'intensite de fluorescence (MFI) de la phycoerythrine est calculee pour 
les billes comptees. Selon les seuils de MFI fixes, un logiciel d'interpretation permet d'obtenir le profil 
d'allo-immunisation du serum avec le classement des anticorps anti-HLA selon leur valeur de MFI. 
Ces tests mettent en evidence des anticorps qui fixent le complement ou non et ne renseignent pas 
sur leur pouvoir cytotoxique. 

L'interpretation des resultats requiert la connaissance du dossier immunologique du patient et le 
suivi dans le meme laboratoire d'histocompatibilite. 

Type de methode 

Semi-automatisee. 

Type de mesure 

Qualitative extrapolee a partir de donnees quantifiables. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Test tres sensible. 

Causes d'erreur, limites du test 

Un effet pro-zone peut etre responsable de faux negatifs (cf. Fiche 1 8.3). 

Les antigenes HLA fixes sur leur support sont partiellement denatures et le demasquage d'epitopes 
non pertinents peut etre responsable de resultats faussement positifs. 

La reproductibilite inter-laboratoires pour les taux d'anticorps faibles (MFI basse) est 
problematique. 
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Fiche 19.1 

Crossmatch lymphocytaire par microlymphocytotoxicite 
ou cytometrie en flux 


Signification biologique du parametre 

En transplantation d’organe, la preexistence chez 
le receveur d’anticorps anti-HLA specifiques des 
molecules HLA du donneur est susceptible d’en- 
trainer un rejet hyperaigu d’allogrefie. La preexis- 
tence d’anticorps diriges contre des molecules 
HLA etrangeres (allogeniques) peut resuiter 
d’une grossesse, d’une transfusion sanguine ou 
d’une premiere transplantation avec un donneur 
non HLA-identique. Ces anticorps anti-HLA 
peuvent conduire a la destruction du greffon dans 
les heures suivant la greffe par un mecanisme de 
cytotoxicite dependant des anticorps. 

Objectifs de I’analyse et principales 
indications 

Avant l’avenement des techniques sensibles de 
detection des alloanticorps, le crossmatch lympho- 
cytaire par microlymphocytotoxicite constituait 
l’epreuve de compatibilite ultime et toute trans- 
plantation etait contre-indiquee lorsque n’importe 
lequel des serums historiques du receveur donnait 
une reaction positive en presence des lymphocytes 
ganglionnaires ou spleniques du donneur poten- 


tiel. Cette condition est toujours necessaire mais 
n’est plus suffisante et les greffons exprimant des 
antigenes HLA vis-a-vis desquels des anticorps 
anti-HLA ont ete identifies dans les serums histo- 
riques du receveur sont aussi ecartes meme s’ils ne 
donnent pas une reaction positive de cytotoxicite. 
Le crossmatch en cytometrie en flux, plus com- 
plexe a mettre en oeuvre, mais plus sensible, a le 
meme objectif. II est requis pour une transplanta- 
tion renale a donneur vivant. 

Place dans la hierarchie d’un bilan 
d’exploration 

Le crossmatch lymphocytaire par microlymphocy- 
totoxicite est une epreuve de compatibilite ultime 
realisee prospectivement en urgence en pregreffe 
pour la majorite des organes greffes. II est fait en 
post-greffe de maniere retrospective dans cer- 
taines situations particulieres, comme la greffe car- 
diaque et pulmonaire ou chez des patients non 
immunises dans le cadre de protocoles apres cross- 
match virtuel valide. Le crossmatch en cytometrie 
en flux est tres fortement recommande en pre- 
greffe renale avec donneur vivant. 
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Nature du prelevement 

Deux prelevements differents sont necessaires : d'une part les serums historiques du receveur 
dont un serum de moins de 3 mois ou du jour de la greffe et, d’autre part, des ganglions et/ou 
un fragment de rate du donneur pour en extraire les lymphocytes. Un prelevement de sang sur 
EDTA ou heparine pour le donneur est utilise pour le cas particulier d’un crossmatch avec donneur 
vivant. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Les ganglions et/ou la rate sont places dans un milieu de conservation et transportes refrigeres. Ils 
ne doivent en aucun cas etre fixes. 

Contralntes d'achemlnement 

Les ganglions et/ou la rate du donneur sont expedies en urgence par le centre autorise 
au prelevement d’organes pour acheminement au service de transplantation du receveur 
preselectionne, qui les transmet au laboratoire. 

Mode de conservation 

Les serums historiques du receveur sont prealablement aliquotes pour eviter des decongelations 
iteratives et doivent etre conserves congeles par le laboratoire d’histocompatibilite responsable du 
suivi immunologique du receveur. 

Le reliquat de cellules de ganglion ou rate du donneur non utilisees pour le crossmatch est 
conserve congele dans I’azote liquide a des fins de crossmatch retrospects post-greffe. 

Principe methodologlque 

La positivite d’un crossmatch est une contre-indication a la greffe quand elle est declenchee 
par des anticorps anti-HLA d'isotype IgG. Pour distinguer une positivite provoquee par des 
anticorps d'isotype IgM, les reactions de crossmatch en microlymphocytotoxicite sont realisees 
en parallele, en presence ou non de dithiothreitol (DTT) pour eliminer les anticorps d’isotype IgM. 
Pour le crossmatch en cytometrie en flux, des fragments F(ab’)2 specifiques de fragment Fc des 
IgG humaines couples a un fluorochrome sont utilises de maniere a ne reveler que les anticorps 
d’isotype IgG. 

Pour le crossmatch lymphocytaire par microlymphocytotoxicite, les lymphocytes totaux et B du 
donneur sont isoles des ganglions, de la rate ou du sang puis mis a incuber dans les micropuits 
d’une plaque de Terasaki avec les serums du receveur en presence de complement de lapin. Apres 
incubation a temperature ambiante, si un ou plusieurs serums contiennent des anticorps anti-HLA 
cytotoxiques reconnaissant les specificites HLA exprimees par les lymphocytes T et/ou B du donneur, 
les lymphocytes de ce puits sont lyses. La lyse est mise en evidence a I’aide d’un colorant vital 
(eosine ou acridine-orange). Pour chaque puits, la proportion de lymphocytes lyses (colores) et non 
lyses est determinee a I’aide d’un microscope a contraste de phase inverse (eosine) ou a I’aide d’un 
microscope a fluorescence inverse (acridine-orange). 

Le crossmatch par cytometrie en flux est realise sur cellules mononucleees prealablement isolees 
des ganglions, de la rate ou du sang total ou directement sur sang total. Son principe repose 
sur la caracterisation des cellules T et B du donneur par un immunomarquage CD3 et CD19 et 
la determination au sein de chacune de ces deux sous-populations de I’intensite moyenne de 
fluorescence du marquage par le fragment F(ab’)2 anti-IgG humaines, qui sera interprets par 
rapport a un serum temoin negatif (depourvu d'alloanticorps anti-lymphocytes). Quelle que soit la 
technique de crossmatch utilisee pour evaluer la specificite de I’alloreconnaissance, un crossmatch 
autologue ou auto-crossmatch est realise de fagon systematique avec les lymphocytes du receveur 
incubes avec ses propres serums. 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisee au niveau de la lecture pour le crossmatch en cytometrie en flux. 

Type de mesure 

Qualitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Le crossmatch en cytometrie en flux est une epreuve de compatibilite tissulaire plus sensible que 
la reaction de crossmatch en microlymphocytototoxicite. 

Causes d’erreur, limites du test 

L’obtention et la selection des serums historiques du receveur les plus pertinents sont critiques 
pour la signification biologique du crossmatch quelle que soit la methodologie employee. Si le suivi 
immunologique du receveur et I’identification des anticorps anti-HLA par des techniques sensibles 
suivent bien les recommandations en vigueur (Agence de la biomedecine), les reactions de 
crossmatch doivent etre negatives (strategic de crossmatch virtuel prealable au crossmatch reel). 
Ces deux tests sont reserves a des laboratoires d’histocompatibilite. 
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Fiche 20.1 

Etude du chimerisme post-allogreffe de cellules 
souches hematopoietiques 


Signification biologique du parametre 

Chez un patient ayant regu une allogreffe de cel- 
lules souches hematopoietiques (CSH), l'etude du 
chimerisme, realisee en analysant les marqueurs 
genetiques informatifs propres au donneur et au 
receveur, a pour objectif de determiner et de 
quantifier au sein d'un echantillon (sang, ntoelle, 
cellules triees) les cellules donneur et/ou receveur. 
Le chimerisme est dit : 

• « total* lorsque seules les cellules du donneur 
sont detectees chez le receveur; 

• «partiel» ou «mixte» lorsque des cellules du 
donneur et du receveur sont presentes de fagon 
concomitante au sein de l'echantillon etudie; 

• « absent* en cas d'absence totale de cellules du 
donneur. 

Son interet est devenu majeur dans les allogreffes 
a conditionnement reduit ou la faible myelotoxi- 
cite conduit a une cohabitation initiate entre l'he- 
matopoiese du donneur et du receveur. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le chimerisme apres allogreffe de CSH permet 
d'evaluer la prise de greffe. L'evolution du 


chimerisme post-greffe est le temoin indirect de 
l'effet allogenique d'un greffon et le suivi de son 
evolution permet de predire des evenements 
comme la rechute ou le rejet de greffe afm de 
mettre en oeuvre rapidement un traitement 
adapte. Un chimerisme mixte peut indiquer la 
reapparition de cellules tumorales. II peut aussi 
etre observe dans le suivi precoce post-greffe lors 
d'une allogreffe a conditionnement attenue ou 
d'intensite reduite. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

L'etude du chimerisme post-greffe est un examen 
de premiere intention realisee de maniere rappro- 
chee dans les premiers mois post-greffe (J30, J60, 
J90, J180) pour rechercher la prise de greffe ou le 
rejet de greffe puis de fagon plus espacee pour 
detecter la rechute et evaluer la maladie residuelle 
en l'absence de marqueurs hematologiques 
classiques. 
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Nature du prelevement 

Sang ou moelle preleves sur EDTA. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Dans le cas d'une etude du chimerisme sur cellules triees, se rapprocher du laboratoire pour 
optimiser I'arrivee du prelevement et le tri cellulaire (separation dans les 8 heures suivant le 
prelevement pour le tri CD34, dans les 24 heures pour les autres tris). 

Mode de conservation 

ADN extrait congele. 

Principe methodologlque 

L'analyse des marqueurs genetiques des systemes de Short Tandem Repeats (STR, ou 
microsatellites) et l'analyse des marqueurs de type Single Nucleotide Polymorphism (SNP) sont les 
deux techniques couramment utilisees par les laboratoires accredits. 

Quelle que soit la methode, l'analyse du chimerisme requiert une premiere etape de genotypage 
ou determination en pregreffe des marqueurs genetiques specifiques du donneur et du 
receveur les plus informatifs et une deuxieme etape de quantification specifique des marqueurs 
selectionnes. 

La methode PCR-STR consiste a separer les amplicons obtenus selon leur taille par electrophorese 
capillaire et a calculer par comparaison les aires des pics specifiques du donneur ou du receveur. 
L'analyse des SNP par Real Time Quantitative PCR (RQ-PCR) repose sur le precede TAQMAN® 
ou une sonde fluorescente clivee par I'enzyme Taq polymerase emet un signal fluorescent 
proportionnel a la quantite d'amplicons generes. 

Type de methode 

Manuelle semi-automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Ces deux techniques sont fiables et reproductibles. 

L'analyse des SNP par RQ-PCR requiert une plus grande quantite d'ADN que la methode PCR-STR. 
Celle-ci permet une etude post-greffe precoce sur un prelevement pauvre en cellules mais elle 
est moins sensible (1-5 % d'ADN receveur) que la methode RQ-PCR (0,2 % d'ADN receveur) qui 
permet de detecter des fractions cellulaires peu representees. 

Causes d'erreur, limites du test 

En cas d'absence de tout systeme informatif discriminant entre le receveur et son donneur, I'etude 
du chimerisme n'est pas realisable. En periode post-greffe precoce, I'aplasie chez le receveur peut 
etre responsable d'un defaut de quantification des differentes populations sanguines. 
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Synopsis XXI 


Des anticorps monoclonaux aux anticorps recombinants 


Du fait de leur immunogenicite, les anticorps 
monoclonaux therapeutiques murins ont progres- 
sivement ete remplaces par des anticorps chimeres 
dont les domaines constants puis les regions char- 
pentes des domaines variables murins ont ete 
substitues par des structures humaines. Cependant, 
bien que la diminution des parties murines ait net- 
tement fait diminuer la reponse immunologique 
de l'hote face a ces biomedicaments, l'idiotype 
garde un potentiel d 1 immunogenicite. 

Classification des anticorps monoclonaux 
murins et recombinants therapeutiques 

Anticorps therapeutiques neutralisants 
La fixation de 1' anticorps se fait sur un site cri- 
tique de la fonction de la cible. Par exemple : 

• anti-C5 (eculizumab) ; 

• anti-TNF (infliximab, adalimumab, certolizu- 
mab pegol). 


Anticorps therapeutiques antagonistes 
L'anticorps se lie specifiquement a un recepteur 
membranaire ou a son ligand, induisant le blo- 
cage de la liaison physiologique ligand-recepteur. 
Par exemple : 

• anti-recepteur/cytokine ou facteur de crois- 
sance : anti-EGFR (cetuximab) ; 

• anticorps anti-integrines : anti-VLA-4 

(natalizumab). 

Anticorps therapeutiques cytolytiques 
L'anticorps reconnait par son domaine variable 
(partie Fab) une proteine membranaire pouvant 
entrainer un effet cytolytique par la fixation de 
son domaine constant (partie Fc) a un recepteur 
au fragment Fc des immunoglobulines present 
sur les cellules cytotoxiques (les cellules NK, 
macrophages, polynucleaires). Par exemple : 

• anti- CD 3 (muromonab); 

• anti-CD20 (rituximab); 

• anti-CD52 (alemtuzumab). 
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Fiche 21 .1 

Surveillance d'un traitement par anticorps 
anti-CD20 (rituximab) 


Signification biologique du parametre 

Le traitement par un anticorps anti-CD20 est une 
therapie cytolytique ciblant la majorite des cellules 
de la lignee lymphocytaire B a l'exception des pro- 
geniteurs les plus precoces et des plasmocytes pro- 
ducteurs d' anticorps. La surveillance biologique 
d'un traitement par rituximab repose sur revalua- 
tion de son efficacite et de sa tolerance. A cote 
d'une surveillance hematologique reposant sur 
l'etude de l'hemogramme du fait de neutropenies 
severes, voire anemies ou thrombopenies survenant 
chez certains patients, un immunophenotypage de 
base peut etre realise afin d'evaluer les lymphocytes 
B circulants residuels chez le patient traite. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Cet immunophenotypage realise en cytometrie en 
flux repose sur la quantification du pourcentage 


mais surtout du nombre absolu de cellules CD 19 
positives retrouvees par mm 3 de sang circulant. 
L'objectif est d'evaluer l'efficacite cytolytique de 
l'anticorps anti-CD20 sur ses cellules cibles, les 
lymphocytes B . 

Cette surveillance est preconisee dans le cas de 
suivi de patients traites par rituximab souffrant 
d'un lymphome non hodgkinien, d'une leucemie 
lymphoide chronique, d'une polyarthrite rhuma- 
toide, d'un rejet renal chronique... 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Cet examen est propose mais non obligatoire pour 
le suivi d'un traitement par anti-CD20. 
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Nature du prelevement 

Un seul tube de sang preleve de preference sur EDTA. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Le volume d'anticoagulant ne doit pas entrainer de dilution de I'echantillon. 

Contraintes d'acheminement 

Acheminement a temperature ambiante temperee. 

Mode de conservation 

Conservation du prelevement a temperature ambiante avant analyse dans les 24 heures suivant 
I'heurede prelevement. 

Principe methodologique 

Les lymphocytes B sont marques par un anticorps monoclonal couple a un fluorochrome, 
specifiques de la molecule pan-B CD19. Cette etape de marquage est suivie d'une lyse des globules 
rouges, avant acquisition au cytometre en flux sans etape de lavage. La population lymphocytaire 
est selectionnee selon des criteres morphologiques de taille et de structure/granulosite seule ou 
avec un marquage concomitant par un anti-CD45 (marqueur pan-leucocytaire). La numeration en 
valeur absolue (nombre de lymphocytes B par mm 3 de sang) est realisee en simple plateforme avec 
de billes fluorescentes de concentration connue servant d'etalon interne ou, en double plateforme, en 
utilisant le nombre absolu de lymphocytes determine par un automate de numeration, idealement sur le 
meme echantillon. Un immunophenotypage plus complet peut etre realise. 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisee (preparateur pour le marquage avec les anticorps, automate de lyse) 
ou automatisee. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Commerciaux. 

EEQ 

Oui. 

Performances du test 

Methode sensible. La molecule CD1 9 est presente a la surface des lymphocytes B sanguins tout 
comme CD20. Cependant, CD1 9 est egalement exprime par les plasmablastes et les plasmocytes. 
Les anticorps anti-CDI 9 et anti-CD20 n'ont done pas exactement les memes cibles cellulaires. 
Neanmoins, ces plasmablastes et plasmocytes ne sont qu'en tres faible proportion dans le sang 
circulant. 

Causes d'erreur, limites du test 

Dans le cas de I'utilisation de billes etalon pour determiner les valeurs absolues, il est imperatif 
de pipetter de fagon precise les billes et le sang total. La presence de microcaillots peut etre a 
I'origine de differences entre les resultats mesures en simple ou double plateforme. 
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Fiche 21 .2 

Dosage des anticorps monoclonaux therapeutiques 

Signification biologique du parametre 


Les anticorps monoclonaux therapeutiques sont uti- 
lises dans des champs cliniques tres varies : immuno- 
logie clinique, rhumatologie, gastroenterologie, 
hematologie, transplantation d'organes, cancero- 
logie... Les proteines de fusion associees a la partie 
constante d'une immunoglobuline peuvent etre assi- 
milees a cette classe d'agents therapeutiques. 

Le dosage du taux circulant d'un anticorps mono- 
clonal peut faire partie du suivi therapeutique de 
certaines pathologies. II concerne en premier lieu les 
anti-TNF (infliximab et adalimumab). En l'etat 
actuel des connaissances, ce suivi n'a pas pour objec- 
tif i adaptation de dose pour l'obtention d'un taux 
circulant therapeutique non toxique comme dans le 
cas des medicaments classiques. En effet, il n'existe 
pas de relation claire entre la dose administree, le 
taux circulant et la toxicite de ces anticorps mono- 
clonaux. De la merne fapon, et du fait de variations 
individuelles tres importantes dans la pharmacoci- 
netique des anticorps monoclonaux, il n'existe pas 
encore de relation simple entre taux circulant et effi- 
cacite therapeutique. De nombreuses etudes sur les 
anti-TNF et les anti-CD20 dans divers contextes 
cliniques sont actuellement en cours afin de clarifier 


ce point. Le dosage d'un anticorps monoclonal vise 
essentiellement a identifier une cinetique acceleree 
d' elimination de 1' anticorps liee notamment a la 
presence d'anticorps anti-drogue (ADA), pouvant 
etre associee a une perte de l'efficacite tlierapeutique. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Le dosage serique des anticorps monoclonaux a 
deux indications principales : 

• 1' identification d'un taux residuel de medicament 
qui risque d'intcrfcrer avcc les techniques de detection 
des ADA et contre-indique done leur realisation; 

• 1' evaluation de la cinetique d' elimination de 
1 'anticorps monoclonal qui serait predictive de 
l'efficacite therapeutique dans certains contextes 
cliniques comme pour les anti-TNF dans la mala- 
die de Crohn. 

D'autres anticorps monoclonaux sont doses dans 
des indications plus marginales, notamment en 
greffe de moelle (rituximab, alemtuzumab) ou 
dans le cadre d'essais cliniques. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

Il s'agit d'un monitoring therapeutique. 


Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour la 
qualite du prelevement 

Aucune. 

Contraintes d'acheminement 

Temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Refrigere (4 semaines) ou congele. 
Eviter les decongelations/congelations. 

Principe methodologique 

ELISA maison ou commerciaux (infliximab, adalimumab), test maison de cytometrie 
en flux (rituximab, alemtuzumab). 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisable. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Le seuil de quantification varie selon I'anticorps monoclonal considere. 

Causes d'erreur, limites du test 

^interpretation doit prendre en compte la pharmacocinetique particuliere de chaque anticorps monoclonal 
(intervalle et mode d'administration), qui est toutefois sujette a de grandes variations individuelles dont seuls 
certains facteurs determinants sont connus (polymorphisme genetique des recepteurs du fragment Fc des 
immunoglobulines). 
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Fiche 21 .3 

Recherche d'une sensibilisation a un anticorps 
monoclonal therapeutique 


Signification biologique du parametre 

Les anticorps monoclonaux therapeutiques sont des 
agents potentiellement immunogenes. La frequence 
de developpement des anticorps anti-immunoglobu- 
line, ou « anti-drogue » (ADA, Anti-Drujj Antibodies), 
est free a la presence de sequences peptidiques d'ori- 
gine xenogenique (par ordre d'immunogenicite 
decroissante : anticorps murin, chimerique, humanise 
ou entierement humain). Le risque d'immunisation 
vis-a-vis d'un anticorps monoclonal therapeutique est 
influence par la nature de sa cible, son mode d'action 
(cytotoxicitc), l'association a des therapeutiques 
immunosuppressives et le type de protocole therapeu- 
tique. Ce risque est quasi inexistant en cancerologie, 
mais significatif au cours du traitement des maladies 
auto-immunes ou inflammatoires, meme avec des 
anticorps entierement humains. Ainsi, jusqu'a 30 % 
des patients traites par adalimumab, un anti-TNF 
humain, developpent des ADA. Les ADA peuvent etre 
diriges contre les regions idiotypiques de 1' anticorps 
correspondant au site de reconnaissance antigenique 
et sont alors associes a une neutralisation de l'effet the- 
rapeutique. Les ADA sont responsables d'une diminu- 
tion des taux circulants residuels de 1' anticorps et 
peuvent induire des eftets indesirables, accident ana- 
phylactique de perfusion ou maladie serique. 


Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

La recherche d 'ADA concerne principalement les 
anti-TNF. L'identification d'ADA, associee ou 
non a une perte de l'effet therapeutique, peut 
conduire a modifier le traitement : augmentation 
de la dose, adjonction d'un immunosuppresseur, 
changement d' anticorps de la meme classe (inflixi- 
mab -> adalimumab) ou changement de classe 
therapeutique. Cette recherche peut etre indi- 
quee en cas de diminution de l'effet therapeu- 
tique d'un anticorps monoclonal, dans le cadre 
d'un monitoring therapeutique systematique ou 
apres interruption d'un traitement par anticorps 
monoclonal, avant la reprise de celui-ci aim de 
prevenir tout accident immunoallergique. Des 
algorithmes decisionnels integrant les resultats 
des taux circulants d'ADA anti-TNF et de la 
recherche d'ADA ont ete proposes et sont en 
cours de validation pour d'autres pathologies 
(maladie de Crohn). 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d 'exploration 

II s'agit d'un monitoring therapeutique. 
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Nature du prelevement 

Serum. 

Recommandations pour la qualite 
du prelevement 

Aucune. 

Contralntes d'achemlnement 

Temperature ambiante. 

Mode de conservation 

Refrigere (4 semaines) ou congele. 
Eviter les decongelations/congelations. 

Principe methodologique 

ELISA maison ou commerciaux pour I'infliximab et I'adalimumab. 
Tests classiques ou par competition. 

Type de methode 

Manuelle, semi-automatisable. 

Type de mesure 

Quantitative pour les tests effectuant une capture des ADA par I'anticorps, semi-quantitative 
pour les tests maison de detection des ADA anti-idiotypes neutralisants (mesure de I'inhibition 
de la capture de I'anticorps par du TNF). 

CIQ 

Maison ou commerciaux. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Seuil de quantification variable suivant I'anticorps monoclonal et la technique. 

Causes d'erreur, limites du test 

Les tests ELISA communement utilises ne dosent que les ADA libres, non complexes a leur 
antigene cible. La recherche d'ADA n'est possible qu'en I'absence de taux residuel de 
I'anticorps monoclonal therapeutique dans le serum. II y a un risque de faux negatif en 
presence d'un exces d'anticorps monoclonal dans les tests ELISA classiques et un risque de 
faux positif dans les tests par inhibition de capture. 

Des tests plus recents comprenant une etape de dissociation des complexes ADA-anticorps 
monoclonal formes in vivo, permettent de doser la totalite des ADA (libres et complexes a 
I'anticorps) en presence d'un taux residuel eventuel d'anticorps monoclonal : ELISA competitif, 
chromatographie d'exclusion. 
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Fiche 21 .4 

Dosage des anticorps neutralisant I 1 interferon beta 


Signification biologique du parametre 

L'interferon beta la ou lb (IFN-0 ou IFN-p ) est 
utilise en therapeutique chez les patients atteints de 
sclerose en plaques. Ces interferons sont potentielle- 
ment immunogenes et certains patients developpent 
des anticorps neutralisants dans les 6 a 8 rnois apres 
le debut du traitement avec pour consequence une 
perte d'efficacite clinique. 

Objectifs de I'analyse et principales 
indications 

Chez les patients atteints de sclerose en plaques 
traites par IFN-p, le dosage des anticorps neutrali- 
sants seriques specifiques represente un outil com- 
plementaire aux donnees cliniques et a FIRM 
habituellement utilisees pour apprecier la reponse 
au traitement. Les anticorps neutralisant 1' IFN-p 


doivent etre doses chez tous les patients traites 
depuis 1 a 2 ans par IFN-P k ou IFN-P lb . Deux 
situations sont alors observees : 

• 1' absence d' anticorps permet la poursuite du 
traitement et impose un second dosage un an plus 
tard ; un controle ulterieur ne sera des lors effectue 
qu'en presence de signes cliniques manifestes; 

• la positivite des anticorps implique un second 
dosage dans les 3 a 6 rnois suivants. Une positivite 
persistante des anticorps impose alors 1' arret du 
traitement par IFN-p et le changement de mole- 
cule therapeutique. 

Place dans la hierarchie d'un bilan 
d'exploration 

Exarnen de seconde intention dans le bilan d'ex- 
ploration d'une sclerose en plaques traitee par 
IFN-p, ou IFN-p,, . 

r la r lb 


Nature du prelevement 

Un tube de sang de 7 mL doit etre preleve sur un tube sec sans gel chez un sujet 24 heures a 48 heures 
apres la derniere prise d'IFN-p. 

Recommandations pour 
la qualite du prelevement 

Prendre contact avec le laboratoire executant pour les conditions d'envoi du serum. 

Contraintes 

d'acheminement 

Acheminement congele avec la fiche de renseignements cliniques preparee par le laboratoire executant. 

Mode de conservation 

Conservation congelee du serum prealablement decante en tube plastique. 

Principe methodologique 

Apres une preincubation de 1 heure avec ITFN-p a 37 °C, les serums des patients sont incubes pendant 5 heures 
a 37 °C dans un incubateur a 5 % de C0 2 avec des cellules en culture issues de la lignee HL1 1 6 transferee avec 
le gene de la luciferase sous controle d'un promoteur inductible par I'lFN. La presence d'anticorps neutralisants 
seriques se traduit par une diminution de la luminescence induite par I'lFN-p sur les cellules en culture. 

Dans chaque serie sont inclus des controles permettant de verifier la viabilite cellulaire, la reactivite 
cellulaire a I'action de I'lFN-p, I'absence de cytotoxicite endogene des echantillons seriques. Deux dilutions 
seriques sont effectuees d'emblee pour le screening des resultats negatifs et positifs. En cas de positivite, 
un dosage effectue sur plusieurs dilutions seriques est alors pratique dans une serie ulterieure. 

Type de methode 

Manuelle. 

Type de mesure 

Quantitative. 

CIQ 

Maison. 

EEQ 

Non. 

Performances du test 

Bonne valeur predictive positive. 

Causes d'erreur, limites 
du test 

Le dosage doit etre pratique chez un patient traite depuis au moins 1 an par IFN-p pour que puisse etre 
observee une eventuelle diminution de I'efficacite du traitement par les anticorps neutralisants seriques. 
Le prelevement doit etre effectue dans les 24 a 48 heures apres la derniere injection d'IFN-p pour eviter 
une interference de la molecule administree avec le dosage des anticorps neutralisants. 

La realisation de ce dosage necessite des competences specifiques pour sa realisation technique et son 
interpretation. 
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